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Introduction

A la fois commensal et pathogene, Staphylococcus aureus est responsable d'un nombre
important et varié d'infections. La virulence de ce germe repose sur son aptitude a
neutraliser le systeme immunitaire, notamment par l'intermédiaire de toxines sécrétées.
Parmi les toxines, les "Phénol-Solubles Modulines" sont des peptides sécrétés par I'ensemble
des S. aureus récemment découverts. En fonction de leur niveau d'expression, elles ont une
activité pro-inflammatoire et/ou cytolytique. La présence de PSMs a un niveau élevé chez les
S. aureus résistant a la méticilline (SARM) d'origine communautaire pourrait étre une

explication a la forte virulence de ces souches.

Certains antibiotiques utilisés au cours des infections a staphylocoques ont montré leur
capacité a moduler l'expression de facteurs de virulence, tel que la leucocidine de
Panton-Valentine et la toxine du choc toxique. Les antibiotiques diminuant |'expression de
ces toxines sont dits anti-toxiniques et leur utilisation au cours d'infections séveres a
S. aureus apporte un bénéfice au pronostic du patient. A l'inverse, d'autres antibiotiques

augmentent |'expression des toxines.

Dans ce mémoire, nous allons dans un premier temps faire le point sur les pathologies et les
facteurs de virulence de S. aureus, en particulier les PSMs. Nous reverrons les antibiotiques

utilisables en thérapeutique et leur impact sur I'expression des toxines.

Dans un second temps, nous présenterons nos résultats obtenus au cours de |'étude de
I'influence des antibiotiques a concentrations sub-inhibitrices sur I'expression des PSMa
chez S. aureus. Nous analyserons l'impact de nos conclusions sur la prise en charge
thérapeutiqgue du patient et développerons des pistes de travail pouvant nous permettre de

mieux comprendre la physiopathologie des infections a S. aureus.
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Partie Bibliographique

L Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une bactérie d'l1 um de diametre, cocci a Gram positif,
appartenant a la famille des Firmicutes. Sa culture est facile, pouvant se réaliser en aérobie
et en anaérobie. Il est responsable d'hémolyse lors de culture sur gélose au sang ou il
exprime également un pigment jaune or caractéristique. Son génome est constitué d'un
chromosome circulaire d'environ 2800 paires de bases, avec des prophages, des plasmides
et des transposons. La membrane cytoplasmique des staphylocoques est composée a 50 %
de peptidoglycane, polysaccharide associant des sous-unités de N-acétylglucosamine et
d'acide N-acétylmuramique, auquel se lient des acides teichoiques, polymére de glycérol
phosphate (1). La plupart des staphylocoques possédent une capsule et dans les infections
humaines, ce sont les capsules de type 5 et 8 qui sont le plus fréquemment impliquées (75 %

des cas) (2).

L'homme est un réservoir naturel de S. aureus. En effet, 20 % de la population présente un
portage permanent de cette bactérie et dans ce cas, une seule souche est retrouvée et elle
persiste au cours du temps. Jusqu'a 60 % de la population peut présenter un portage
intermittent, et la souche en cause peut alors varier a chaque épisode de portage (3, 4). Les
staphylocoques sont des commensaux de la peau et des muqueuses. Adaptés a I'écosystéme
cutané, ils jouent un réle important dans I'équilibre physico-chimique de la peau et
participent activement a la barriere cutanée protectrice. L'habitat préférentiel de S. aureus
est la muqueuse nasale, notamment au niveau des fosses nasales antérieures, la gorge mais
aussi les zones humides de la peau (aisselles, poignets, périnée) et le tractus gastro-
intestinale (1, 5, 6). Les sites de colonisation sont des réservoirs responsables d'infections en
cas de défenses immunitaires altérées (altération locale par blessure ou générale par
immunodépression), d'insertion de matériel ou de chirurgie. La colonisation augmente
significativement le risque d'infection et les patients s'infectent le plus souvent avec leur
propre souche. La colonisation favorise également la transmission manuportée, notamment

dans les situations de soins (6).
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A la fois commensal et pathogéne, S. aureus est un germe bivalent. C'est I'une des espéces
les plus couramment isolée en milieu hospitalier ou il est le second germe responsable
d'infections apres Escherichia coli. Son isolement au cours d'infections communautaires est
également de plus en plus fréquent. Le caractére ubiquitaire, la résistance aux antibiotiques,
I'expression de facteurs de virulence par la bactérie et la diminution des défenses
immunitaires des patients hospitalisés, sont autant de facteurs expliquant la fréquence et la

gravité des infections a S. aureus (5).

II.  Pathologies a S. aureus

II.1. Généralités

S. aureus est un germe pyogene responsable d'une grande variété d'infections : des
infections superficielles de la peau ou des abcés mais également des infections profondes
comme les ostéomyélites ou les endocardites. Classiqguement décrit comme un pathogene
extracellulaire responsable d'infections aigués, il peut néanmoins survivre dans des
compartiments intracellulaires, entrainant ainsi des infections chroniques (1). Les infections
dont il est responsable sont réparties en deux groupes : les infections dites invasives, liées a
la capacité de la bactérie a envahir un site et a se développer ; les infections dites toxiniques
lies a la sécrétion de toxines par la bactérie causant une symptomatologie caractéristique.
En pratique, la majorité des infections nécessite les deux versants de la bactérie, sa capacité

a envahir et ses toxines, facteurs de virulence.

I1.2. Infections invasives

Les infections suppuratives de la peau et des muqueuses a S. aureus se font le plus souvent a
partir de la souche portée par le patient et peuvent compliquer une intervention
chirurgicale, une pose de matériel, ou se développer en paralléle d'une baisse d'immunité.
Elles peuvent étre bénignes ou séveres, locales ou étendues avec des signes généraux. La
folliculite est une infection limitée au niveau du follicule pileux se présentant sous forme

d'une pustule jaunatre, entourée d'une zone inflammatoire rouge. Le furoncle est une
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infection nécrotique du follicule pileux, plus profonde, douloureuse, il s'accompagne parfois

de fievre. L'anthrax est une Iésion nécrotique de la peau associée a des signes généraux (5).

Les infections sur matériels, notamment cathéters, voies centrales et sondes urinaires

impliquent le plus souvent des germes cutanés, dont S. aureus.

Les infections locales peuvent se compliquer en infections plus profondes, par extension
locorégionale ou par dispersion de la bactérie par voie hématogéne. Ainsi S. aureus peut étre
responsable de septicémie, d'endocardites, d'infections ostéo-articulaires, de
pneumopathies, de thrombophlébites septiques sur cathéters, de sinusites chroniques et

plus rarement d'infections urinaires ou d'infections du systéme nerveux central (1, 5).

I1.3. Infections toxiniques

Les maladies associées a la production d'une toxine par S. aureus sont de 2 types : tout
d'abord le choc toxique et I'intoxication alimentaire qui bien que trés différents sont tous les
deux liés a la production de toxines dites superantigénes ; puis les syndromes d'exfoliation
généralisée, nommés SSSS pour "Staphylococcal Scalded Skin Syndrom", qui sont a relier a la
production d'exfoliatines. Ces pathologies sont dues a la diffusion de toxines a partir d'un

foyer infectieux ou a l'ingestion d'une toxine préformée dans un aliment (5).

11.3.1. Le choc toxique staphylococciqgue

Le choc toxique staphylococcique est une pathologie aigué et potentiellement mortelle
(létalité d'environ 10 %) (5), associant une fiévre élevée, une érythrodermie généralisée
suivie d'une desquamation, une hypotension et au moins trois atteintes viscérales (atteinte
digestive avec vomissement ou diarrhées, atteinte musculaire avec myalgies, atteinte des
mugqueuses avec hyperhémie conjonctivale ou vaginale, atteinte rénale avec insuffisance
rénale ou pyurie sans germes, atteinte hématologique avec thrombopénie, atteinte du
systéme nerveux central avec troubles de la conscience). L'ensemble des critéres sont
rarement présents, ce qui amene a classer la plupart des diagnostics de chocs toxiques en
diagnostics probables. L'ajout des critéres de Parsonnet, a savoir : présence de S. aureus
dans une muqueuse, caractére toxinique de la souche isolée et état sérologique du patient,

permet de reclasser certains de ces cas (7).
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Le choc toxique staphylococcique menstruel a été décrit dans les années 80 chez des
femmes utilisant des tampons super-absorbants en période menstruelle. La pathologie est
initiée par une colonisation vaginale a S. aureus et non une infection. Les tampons super-
absorbants faciliteraient cette colonisation en favorisant le développement de la bactérie
par apport d'oxygene au détriment du développement de la flore vaginale normale,
anaérobie préférentielle. De plus TSST-1, la toxine du choc toxique, responsable de 90 % de
ces infections, est préférentiellement produite en aérobiose. Elle diffuse alors dans le sang
au travers de la muqueuse vaginale et induit le choc toxique par un mécanisme de
superantigene. L'implication majeure de TSST-1 dans cette pathologie s'explique par le fait
gue cette toxine est produite en quantité supérieure aux autres superantigénes et par sa

capacité a franchir les muqueuses (8, 9).

Les chocs toxiques staphylococciques non menstruels représentent environ un tiers des cas
de chocs toxiques staphylococciques et leur mortalité est plus élevée. Ils se développent
suite a une infection localisée a S. aureus ou une chirurgie. Des cas de chocs toxiques
staphylococciques non menstruels récurrents sont décrits. La toxine TSST-1 est impliquée
dans 50 % de ces chocs. Les entérotoxines SEB et SEC sont responsables des autres cas. Ces
trois superantigenes sont produits a des concentrations plus élevées que les autres
superantigenes, expliqguant leur forte prévalence. Comme au cours des chocs toxiques
staphylococciques menstruels, c'est la diffusion hématogene de la toxine qui déclenche la

symptomatologie (8, 9).

La scarlatine staphylococcique est une forme mineure du choc toxique, impliquant la toxine
TSST-1 ou les entérotoxines SEA et SEB. Chez les nouveau-nés, cette pathologie prend le
nom de NTED pour "Neonatal TSS-like Exanthematous Disease" et associe un érytheme
scarlatiniforme typique régressant en 48 heures suivi d'une fine desquamation, une fievre et
une thrombopénie, sans choc ni défaillance multi-viscérale. Elle régresse spontanément sans

traitement (10).

Chez les patients atteints de VIH au stade SIDA, une autre forme incompléte est décrite,
nommée REDD pour "Recalcitrant Erythematous Desquamating Disorder". Elle se présente
sous forme d'une fiévre et de lésions scarlatiniformes, compliquées de défaillances

multi-viscérales mais sans état de choc. La mortalité est élevée (8).

22

BERAUD
(CC BY-NC-ND 2.0)



11.3.2. L'intoxication alimentaire

Les intoxications alimentaires a S. aureus représentent 15 a 30 % des toxi-infections
alimentaires collectives, soit la deuxieme étiologie apres Salmonella. Elles sont provoquées
par l'ingestion d'entérotoxines staphylococciques qui entrainent la stimulation des
récepteurs neuronaux du systéme gastro-intestinal par I'intermédiaire de la synthése d'acide
arachidonique par les mastocytes. Les entérotoxines appartiennent a la famille des
superantigénes mais présentent une activité émétique a la différence de TSST-1. Ces toxines
sont thermostables, résistantes a la cuisson et aux enzymes digestives. La plus fréquemment
impliquée est SEA (Staphylococcal Enterotoxin A). L'intoxication est caractérisée par une
incubation courte de 1 a 6 heures, des crampes abdominales douloureuses, des
vomissements, des diarrhées et |'absence de fievre. L'évolution est le plus souvent favorable

sans nécessiter de traitement (5, 8).

11.3.3. Autres pathologies liées aux superantigénes

La maladie de Kawasaki est une pathologie cardiaque de I'enfant, définit par une vascularite
fébrile touchant les arteres de petit et moyen calibre. La clinique est une fiévre associée a un
érythéme cutanéo-muqueusx, suivi d'une desquamation. L'évolution est favorable. L'étiologie

de cette maladie n'est pas connue mais implique des superantigénes sécrétés par S. aureus

(9).

Les superantigénes sont également impliqués dans les sepsis, les endocardites et les
pneumonies (8). lls ont alors un role de facteur de virulence au sein d'une pathologie

impliquant a la fois le versant invasif et toxinique de S. aureus.

11.3.4. Les syndromes d'exfoliation

Le syndrome staphylococcique de la peau ébouillantée (SSSS pour Staphylococcal Scalded
Skin Syndrom) et sa forme localisée l'impétigo bulleux sont liés a l'action de toxines
épidermolytiques : les épidermolysines. La prévalence de ces syndromes est de 0,56 cas par

an par million d’habitants et ils touchent principalement les enfants jeunes (11).

L'impétigo bulleux est une forme localisée avec présence de bulles cutanées au lieu méme
de production de la toxine, souvent aux extrémités. Les bulles peuvent contenir un liquide

trouble qui renferme la souche de S. aureus productrice d'épidermolysines. La guérison se
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fait en une semaine avec un traitement antibiotique adapté et entraine l'ouverture des

bulles suivie d'une cicatrisation (5).

Le syndrome staphylococcique de la peau ébouillantée représente la forme généralisée de
cette pathologie avec diffusion par voie hématologique des épidermolysines a partir d'un
foyer d'infection (plaie, abces, infection ostéo-articulaire, pneumonie, ...) ou d'un foyer de
colonisation (nez, nombril, ...) de S. aureus. Fréquemment retrouvé chez le nouveau-né ou le
jeune enfant, il est nommé syndrome de Ritter von Ritterhain. Plus rarement, les adultes
insuffisants rénaux, diabétiques ou immunodéprimés peuvent étre touchés par cette
pathologie. La maladie débute par de la fievre et une érythrodermie douloureuse dominant
sur le visage et les régions péri-orificielles (narines, plis). Les muqueuses sont épargnées.
L'exfoliation apparait quelques heures aprés, provoquant un décollement des zones
érythémateuses qui intervient soit de maniére spontanée, soit par frottement (signe de
Nikolsky). Les bulles sont remplies d'un liquide clair, stérile, ne contenant que la toxine. La
peau dénudée de sa couche épidermique présente un risque de surinfection. La guérison
apparait en une dizaine de jours sous traitement antibiotique adapté, sauf chez l'adulte

immunodéprimé ou la mortalité est élevée (environ 50 %) (5, 12, 13).

I1.4. Infections mixtes

La majorité des infections a S. aureus implique a la fois le versant invasif (pénétration dans

I'organisme et multiplication) et toxinique (sécrétion de facteurs de virulence) de la bactérie.

11.4.1. La bactériémie

La bactériémie a S. aureus peut se compliquer d'infections secondaires ou de choc septique.
La présence de matériel, notamment cathéter, augmente le risque de bactériémie. La cellule
endothéliale, élément central dans le processus d'infection, absorbe la bactérie par
interaction de celle-ci avec les récepteurs membranaires. Cette position intracellulaire
protege S. aureus des mécanismes de défense immunitaire de I'h6te et est la cause de la

persistance et des récurrences des infections (2).
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11.4.2 Les endocardites

S. aureus a la capacité d'adhérer a la surface des valves natives et prothétiques, qu’elles
soient endommagées ou non, et de résister aux substances antimicrobiennes sécrétées par
les plaquettes. L'invasion des cellules endothéliales par la bactérie initie des altérations
cellulaires qui favorisent la formation de végétations. L'incidence des endocardites a
S. aureus augmente, représentant 25 a 35 % de ces infections. Les patients a risque sont les
utilisateurs de drogues intraveineuses avec le plus souvent des endocardites du cceur droit,

les personnes agées, les patients porteurs de valves prothétiques, et les patients hospitalisés

(2).

11.4.3. Les infections ostéo-articulaires

Les infections ostéo-articulaires a S. aureus surviennent par voie hématogéne ou par
extension contigué d'une infection. Elles se manifestent par une douleur, un gonflement
local, une altération du mouvement et peuvent conduire a la destruction osseuse. La
thérapeutique repose sur une antibiothérapie longue et de la chirurgie (2). Au cours de ces
infections, les facteurs de virulence de S. aureus inhibent la prolifération d'ostéoblastes,

induisent leur apoptose et diminuent la minéralisation de I'os (14).

11.4.4. La pneumonie nécrosante

La pneumonie nécrosante a S. aureus affecte le sujet jeune, sans facteur de risque. La
mortalité est élevée. Le diagnostic précoce est difficile, avec dans un premier temps une
cliniqgue de syndrome pseudo-grippal qui évolue rapidement vers une détresse respiratoire
sévére. Caractérisée par une leucopénie, une hémoptysie et une nécrose du poumon, elle
est causée par des clones de S. aureus sécrétant la leucocidine de Panton Valentine (PVL).
Cette toxine entraine un fort recrutement des polynucléaires neutrophiles, une activation
des cellules de I'immunité et la libération de cytokines pro-inflammatoires causant une
inflammation dans le parenchyme pulmonaire, mais aussi une inflammation globale par
diffusion sanguine des cytokines. La lyse des polynucléaires par la toxine libére des protéases
et des molécules responsables du stress oxydatif, causant une altération des bronches avec
nécrose et hémorragies. En plus de ce facteur de virulence toxinique, ces souches ont une
sécrétion plus importante des facteurs d'adhésion, dont la Protéine A, lui permettant ainsi
d'envahir plus facilement le poumon. L'altération de ['épithélium cilié pulmonaire,
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notamment par une infection virale, favorise la pénétration de la bactérie dans le poumon

(15, 16).

III. Physiopathologie de l'infection a Staphylococcus aureus

Le pouvoir pathogene de Staphylococcus aureus est lié a sa capacité a envahir I'hote et a
sécréter un nombre important et varié de facteurs de virulence. L'ensemble de ces
propriétés permet la colonisation, la persistance, la dissémination au sein de I'hote, le
contournement du systeme immunitaire par la bactérie et apporte sa virulence. En fonction
de la phase de croissance de la bactérie, on peut distinguer deux étapes : |'étape de
colonisation ou d'envahissement impliquant des facteurs d'adhésion, des protéines de
surface, des facteurs de contournement du systéme immunitaire ; et |I'étape de virulence

impliquant des toxines et des enzymes sécrétées par la bactérie (1).

III.1. La phase d'invasion

[11.1.1. Staphylococcus aureus et le systéme immunitaire

- Le systéme immunitaire

La reconnaissance des micro-organismes est la premiére étape de défense de I'hote. La
réponse du systéme immunitaire face a la présence d’une bactérie entraine la production et
la sécrétion d'un grand nombre de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires, la
migration des macrophages et des polynucléaires neutrophiles au site d'infection et Ia
stimulation d'autres cellules comme les cellules épithéliales, endothéliales et les plaquettes.
Les cellules agissent sur le pathogene a l'aide d'anticorps et du complément. Le complément
est une famille de protéines qui a pour role de fixer des molécules effectrices sur les cellules
infectées, ce qui les sighale comme "a détruire". Les leucocytes peuvent phagocyter, tuer et
dégrader les pathogenes. Les molécules résultant de cette dégradation sont présentées par
les cellules présentatrices d'antigenes aux lymphocytes T, activant ainsi la réponse
immunitaire adaptative avec différenciation des cellules B et sécrétion d'anticorps

spécifiques (17).
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Il est clair que ce systéme ne fonctionne pas normalement au cours des infections a
S. aureus. Ce germe est un pathogéne trés adapté a I'hOte et sa pathogénicité est le résultat

de centaines d'années de coexistence avec I'homme.

- Modulation du systéme immunitaire par S. aureus

La présence d'anticorps, retrouvée chez tous les humains, ne protége pas des infections a
S. aureus. En effet, ce pathogéne sécréte des protéines immunomodulatrices qui contrent
I'action de l'immunité humorale et cellulaire. Le niveau d'anticorps et la mémoire
immunitaire sont donc souvent trop faibles pour étre efficaces en cas de réinfection. Ceci
explique en partie les infections a répétition et les infections chroniques caractéristiques de

ce germe.

Par exemple, la protéine A, protéine de surface exprimée par S. aureus, a un potentiel
immunomodulateur. Sa liaison aux cellules B oriente ces dernieres vers |'apoptose plutot

gue vers la prolifération, diminuant ainsi la diversité des anticorps produits par I'hote (4).

- Résistance d la phagocytose

La capacité de S. aureus a contrer chaque étape aboutissant a la phagocytose est un facteur

important du succes de l'infection.

Dés la pénétration du pathogéne dans I'organisme, de nombreuses molécules
chimioattractantes sont libérées. Elles sont issues de I'action du complément ou de peptides
produits par la croissance bactérienne. Elles sont spécifiquement reconnues par les
polynucléaires neutrophiles méme a faible concentration et permettent a ces derniers de
s'activer et de migrer au lieu d'infection, c’est le mécanisme de chimiotactisme. Environ 60 %
des souches de S. aureus sécretent des protéines inhibitrices du chimiotactisme (CHIPS). Ces
protéines lient fortement les récepteurs des molécules chimioattractantes situés a la surface

des polynucléaires neutrophiles (4).

Les anticorps reconnaissent les composants de membrane tels que le peptidoglycane, I'acide
lipotéchoique et d'autres protéines de surface des bactéries. S. aureus posséde une capsule
polysaccharidique et produit des protéines anti-opsonisation associées aux protéines de
surface qui interférent avec les anticorps et les voies du complément. La bactérie contre

ainsi la reconnaissance par le systeme immunitaire et donc la phagocytose.
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La protéine A est une protéine de surface avec 4 ou 5 domaines qui peuvent chacun lier la
région Fc, région constante, des immunoglobulines. La formation de ces complexes ne
permet plus aux anticorps d'activer les polynucléaires neutrophiles. Le clumping factor (CIfA)
est également une protéine de surface, se liant au fibrinogene et donc protégeant la bactérie
au sein d'un regroupement inaccessible aux cellules de la phagocytose. A I'opposé des autres
protéines de surface majoritairement exprimée pendant la phase de croissance
exponentielle de la bactérie, le clumping factor est présent pendant la phase stationnaire de

croissance.

La capsule recouvre les protéines chimioattractantes, les fractions du complément et les
anticorps fixés a la surface de la bactérie. Elle empéche leur reconnaissance par les cellules

de I'immunité, et donc les mécanismes de phagocytose et d'opsonisation.

Le "Staphylococcus Complement Inhibitor" (SCIN), protéine sécrétée par S. aureus, empéche
le clivage de la protéine C3 du complément. Il stoppe donc la boucle d'amplification du
complément et ainsi bloque la phagocytose et la destruction des bactéries par les
polynucléaires neutrophiles. La protéine liant le fibrinogéne Efb (extracellular fibrinogen-
binding protein), protéine extracellulaire, agit également sur la protéine C3 du complément

en empéchant sa fixation a la surface de la bactérie.

D’autres mécanismes indirects protegent S. aureus de la phagocytose. La staphylokinase,
enzyme sécrétée par S. aureus, active le plasminogéne, formant de la plasmine qui clive les
fractions du complément et les anticorps fixés a la surface de la bactérie. La formation de
biofilm protege S. aureus en le rendant inaccessible aux éléments du systéme immunitaire. Il
a également la capacité de se protéger au sein d’'un thrombus par liaison et activation des

plaquettes (4).

28

BERAUD
(CC BY-NC-ND 2.0)



b a Capsule

€@ CHA binding
fibrinogen

€ Protein A binding IgG

¢ @—l

Figure 1 : Mécanismes permettant a Staphylococcus aureus d’éviter I’'opsonisation [Foster T. 2005 (4)]
a) La capsule polysaccharidique empéchant I'acces des protéines chimioattractantes aux polynucléaires
neutrophiles ; b) La staphylokinase, enzyme entrainant la formation de plasmine qui clive les éléments du
complément et les immunoglobulines ; c) La protéine A qui forme des complexes avec les immunoglobulines
blogquant leur activité; d) La protéine liant le fibrinogene (Efb) qui bloque I'action de la fraction C3 du
complément ; e) Le clumping factor (CIfA) qui par sa liaison au fibrinogéne rend la bactérie inaccessible aux
cellules de la phagocytose.

De plus, S. aureus sécrete des toxines qui altérent les membranes des cellules de I'hote

détruisant ainsi les polynucléaires neutrophiles.

- Survie dans les phagosomes

Lorsque S. aureus est absorbé par les polynucléaires, il a la capacité de se modifier pour
survivre dans le phagosome. Les modifications touchent les acides lipotéchoiques, le
peptidoglycane et les phospholipides de la membrane et permettent de réduire I'affinité de
la membrane de la bactérie pour les peptides antimicrobiens. Ces modifications permettent
aussi a la bactérie de se protéger des protéines antimicrobiennes du sérum, comme la
phospholipase A2 ou la lactoferrine. En dehors de modifications de structure, S. aureus se
protége des peptides antimicrobiens cationiques en sécrétant des protéines qui les
neutralisent, comme la staphylokinase ou [l'auréolysine. L'auréolysine est une

métalloprotéase extracellulaire clivant les défensines (4).

S. aureus présente une résistance innée au systeme de phagocytose, incluant une fusion
avec l'endosome, I'échappement aux peptides antimicrobiens, la résistance au stress
oxydatif, expliquant ainsi sa capacité a créer des infections récurrentes. Le pigment jaune de

S. aureus est un caroténoide qui contribue a sa résistance aux radicaux libres. La bactérie
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exprime également deux enzymes a fonction superoxyde dismutase, permettant une
résistance au stress oxydatif. S. aureus était dans un premier temps vu comme un pathogene
extracellulaire mais sa capacité a survivre au sein des polynucléaires, des macrophages et
des autres cellules non spécifiques de la phagocytose (cellules épithéliales et endothéliales),

font de lui un pathogéne également intracellulaire (4).

- Surexpression du systéme immunitaire

A l'inverse de ces diminutions de I'immunité, la clinique des infections a S. aureus peut
parfois s'expliquer par une interaction excessive entre la bactérie et le systéme immunitaire.
Le peptidoglycane fonctionne en synergie avec l'acide lipotéichoique, autre composant
essentiel de la paroi des staphylocoques, pour stimuler les monocytes et macrophages et
entrainer la libération de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines, participant ainsi a
la physiopathologie des sepsis. Au cours de pneumopathie a S. aureus, c'est également
I'envahissement excessif du poumon par les polynucléaires et les macrophages et donc la
libération importante de cytokines qui causent une altération des tissus (17). Au cours des
chocs toxiques, c'est l'activation massive des lymphocytes T, suivie d'une phase

d'immunosuppression, qui est responsable de la clinique (4).

111.1.2. Les facteurs de colonisation

S. aureus colonise la peau et les muqueuses en adhérant aux cellules et aux composants de
la matrice extracellulaire. Cette adhérence permet d’initier l'infection et se fait par
I'intermédiaire de protéines de surface qui facilitent I'attachement a la cellule hote. Les
protéines bactériennes se lient a la fibronectine des cellules épithéliales et endothéliales, au
fibrinogéne des tissus traumatiques ou au collagéne, notamment au cours des infections
ostéo-articulaires. Les facteurs d’adhérence permettent également a S. aureus d’étre

impliqué dans les infections sur matériel, que ce soit sur cathéter ou sur valve cardiaque (1).

Le peptidoglycane, large polymeére et principal composant de l'enveloppe des bactéries
Gram positif, est sensible a différentes enzymes. Chez S. aureus, sa capacité a résister au
lyzozyme, enzyme présente dans les sécrétions, permet a la bactérie de coloniser les
mugqueuses. Les acides lipotéchoiques interviennent également dans la colonisation, en

particulier par leur partie hydrophobe orientée vers I'extérieur de la bactérie.
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Les protéines d’adhésion, regroupées sous le nom de MSCRAMMs (microbial surface
components recognizing matrix molecules), sont le plus souvent liées au peptidoglycane de
la paroi cellulaire par leur partie C-terminale. La protéine A (Spa) est un exemple type de ces
protéines. En plus de son activité anti-phagocytose, elle permet I'attachement de S. aureus
au facteur de von Willebrand, retrouvé sur les épithéliums Iésés et permet donc I'adhésion
au début des infections intravasculaires. La protéine liant le collagéne (Cna) permet
I'adhésion de la bactérie au cartilage et intervient donc au cours des infections
ostéo-articulaires et des endocardites. Le gene cna, codant pour cette protéine, est retrouvé
chez 40 a 60 % des souches de S. aureus. Les protéines de liaison a la fibronectine (FNBPA et
FnBPB) sont deux récepteurs codés par 2 génes proches et permettent I'adhésion de la
bactérie aux caillots plasmatiques et aux biomatériaux. lls favorisent ainsi les infections sur
corps étrangers, notamment dans les endocardites sur valve prothétique. La protéine de
liaison au fibrinogéne, également appelée clumping factor (CIfA) permet elle aussi la liaison
aux caillots plasmatiques et aux corps étrangers, initiant notamment les infections sur plaies.
Il existe une seconde protéine de liaison au fibrinogene (CIfB) qui, contrairement au
clumping factor présent chez toutes les bactéries, n’est présent que pendant la phase de
croissance exponentielle précoce de la bactérie ou lors de culture en anaérobie. La liaison de
ces protéines au fibrinogéne est régulée par le taux de calcium, ceci limitant la liaison dans le

plasma mais favorisant la liaison dans les thrombus de plaquettes pauvres en calcium (18).

Différentes enzymes, produites par S. aureus, interviennent dans la virulence. Elles facilitent
la destruction des tissus et la dispersion de la bactérie au sein de I’hote. La staphylokinase,
codée sur un bactériophage, est un activateur du plasminogene. Son activité protéolytique
cause la dissolution des caillots de fibrine et donc la dispersion des bactéries présentes a
I'intérieur. Les protéases, lipases et désoxyribonucléases permettent 'apport de nutriment a
la bactérie. L'enzyme FAME (Fatty Acid Modifying Enzyme) modifie les acides gras et pourrait

donc avoir un réle dans les abces en modifiant les lipides antibactériens (1).

II1.2. Les toxines

S. aureus a la possibilité de sécréter un nombre important et varié de toxines, dont la plupart
sont codées sur des éléments génétiques mobiles, expliquant la grande variabilité entre
clones. Les éléments génétiques mobiles représentent environ 15 % des genes de S. aureus
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et contrairement aux genes du génome de base, appelé "core-génome" et transmis
verticalement, ces génes peuvent étre transmis verticalement aux bactéries dites filles et
horizontalement a d'autres bactéries d'un clone identique ou différent. Les éléments
génétiques mobiles sont des bactériophages, des plasmides, des flots de pathogénicité, des
transposons, ou la cassette chromosomique staphylococcal (SCC). Ils codent pour des génes

de résistance ou des genes de virulence (19).

Seules quelques toxines sont associées a des symptdémes spécifiques : les superantigénes
associés au choc toxique et aux intoxications alimentaires, les exfoliatines associées aux
syndromes cutanés et la leucocidine de Panton Valentine associée a la pneumonie

nécrosante.

111.2.1 Les toxines formant des pores ou "Pore Forming Toxins" (PFTs):

Certaines toxines de S. aureus sont définies par leur action sur les cellules; Ce sont les
toxines formant des pores, regroupant I'a-toxine, la B-hémolysine, la leucocidine de Panton
Valentine (PVL), I'hnémolysine y ainsi que la 5-toxine et les Phenol-Solubles Modulines (PSMs)
(19). Elles sont responsables d'une lyse cellulaire par fuite du contenu cytoplasmique et
déséquilibre hydro-électrique (4). Souvent sécrétées sous forme de monomeére, les toxines
interagissent avec les facteurs lipidiques et protéiques de la cellule, se regroupent sous
forme d'oligomere et forment ainsi un pore hydrophobe a l'origine de la lyse cellulaire (5).
En fonction de leur structure tridimensionnelle, les toxines formant des pores sont classée
en deux groupes, celles ayant une structure alpha, composée d'une hélice alpha hydrophobe
(la 5-toxine et les PSMs) et celles ayant une structure en feuillets béta se regroupant sous

forme d'un pore en tonneau béta (I'a-toxine, la y-hémolysine et la PVL) (5).
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Figure 2 : Exemple d’assemblage des toxines formant des pores de type béta [Miles G, et al. 2006 (20)]
A) L'a-toxine : liaison d’'un monomeére a la membrane plasmatique, assemblage sous forme d’heptamere
formant le pré-pore puis insertion du pore définitif. B) La leucocidine : fixation du composant S a la membrane
plasmidique puis du composant F, assemblage sous forme d’un pré-pore octameérique (4 composés S et 4
composés F) puis insertion du pore définitif dans la membrane.

- L'a-toxine

Le géne hla codant pour |'a-toxine est présent chez 95 % des souches de S. aureus. Situé au
sein du core-génome, son expression est régulée par au moins 3 systémes régulateurs, dont
le systeme Agr mais aussi par des facteurs de I'environnement comme la température et
I'oxygéne. Elle est maximum en fin de phase exponentielle de croissance (7). L'a-toxine est
un monomere soluble de 33 kDa qui, a faible concentration, se lie a un récepteur
membranaire spécifique, I'ADAM10 (A Desintegrin And Metalloproteinase 10), se regroupe
sous forme d'heptamere et entraine la formation d'un pré-pore sur la membrane de
nombreuses cellules de I'hote (19, 21). Le pré-pore s'introduit dans la membrane, formant
un canal de 14 A de diamétre. Il y a alors fuite des molécules de moins de 2 kDa, altération
de l'intégrité de la membrane et activation des signaux de stress cellulaire, entrainant la
mort de la cellule. Les cellules cibles sont les cellules épithéliales, les érythrocytes, les
monocytes, les macrophages, les plaquettes et les lymphocytes mais ne sont pas les
polynucléaires neutrophiles. A haute concentration, la toxine interagit avec les lipides de
membranes de maniere non spécifique, formant des pores plus larges et entrainant un efflux

rapide de potassium et autres petites molécules et un influx de sodium et calcium (7). Elle a
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un effet non seulement sur les cellules infectées mais aussi sur les cellules avoisinantes par

diffusion de la toxine (10).

L'implication de l'a-toxine en pathogénicité a été démontrée au cours des infections de la
peau (abcés et infections des tissus mous) et des pneumopathies (19) ol elle contribue
notamment a la pénétration de la barriere épithéliale par la bactérie. Son action sur les
cellules du systéme immunitaire entraine une libération de cytokines et de médiateurs de la
réponse inflammatoire, impliqués dans la physiologie du choc septique. La destruction des
cellules endothéliales favorise la dissémination des bactéries et la formation de nouveaux

foyers infectieux a distance.

- La f-hémolysine

La P-hémolysine est une sphingomyélinase C, enzyme de 35 kDa hydrolysant la
sphingomyéline des phospholipides de la membrane cellulaire et ayant une action
magnésium dépendante (7). Elle entraine une déstabilisation de la bicouche lipidique et
cause la mort cellulaire. Son action cytolytique est sélective se réalisant sur les monocytes
mais pas sur les lymphocytes, les polynucléaires, ou les fibroblastes. Le gene hlb codant pour
la B-hémolysine, situé sur un locus d'insertion d'un bactériophage, est bloqué en cas de
présence du bactériophage. Ainsi, méme si la totalité des souches de S. aureus posséde le

geéne, seul 10 % l'expriment (1, 22).

Sécrétée en phase post-exponentielle de croissance bactérienne, l'implication de la

-hémolysine en pathogénicité est faible.

- La &-toxine et les PSMs

La 3-hémolysine ou 8-toxine est un petit peptide amphiphile de 26 acides aminés, en forme
d'hélice alpha, codé par la majorité (97 %) des souches de S. aureus. Par liaison et agrégation
a la surface des cellules, formation de pores transmembranaires, déstabilisation de la
membrane plasmatique et en agissant comme un détergent a forte concentration, cette
toxine a une activité cytolytique, notamment sur les érythrocytes. Le géne hd/, codant pour
la d-toxine est situé au sein méme du gene ARNII, appartenant au systéme de régulation

Agr. L'expression de cette toxine se fait en fin de phase exponentielle de croissance (7, 23).
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La d-toxine est responsable de nombreux effets pathologiques. Elle a une activité pro-
inflammatoire par des mécanismes directs (augmente les récepteurs du complément) et

indirects (produit des radicaux oxygénés et favorise I'opsonisation) (23).

Les PSMs (Phenol-Solubles Modulines) sont également des petits peptides cytolytiques
amphiphiles en hélice alpha. D'abord identifiés chez Staphylococcus epidermidis, ils sont de
deux types chez S. aureus : les PSM-alpha, peptides de 20 a 26 acides aminés, et les
PSM-béta, peptides de 43 a 44 acides aminés (5). Contrairement aux autres toxines, codées
sur des éléments génétiques mobiles, les PSMs sont codés par des genes situés dans le
"core-génome" de la bactérie, ce n'est donc pas leur présence ou absence au sein d'une
souche qui déterminerait sa virulence mais leur niveau d'expression. Leur production en
grande quantité chez les souches de S. aureus d'origine communautaire, participerait au

succes des infections par ces bactéries (24).

- La PVL et la y-toxine

Les leucotoxines a deux composés incluent la y-hémolysine (HIg), la leucocidine de Panton
Valentine (PVL), LUkM-PV + LukF'-PV like (toxine rarement impliquée en pathologie humaine)
et LUKE-LukD, produite par environ 30 % des souches hospitalieéres de S. aureus. Ces toxines
sont composées de deux protéines différentes, une de classe S, de 31 a 32 kDa, et une de
classe F, de 34 a 35 kDa. Leur dénomination est liée a leur vitesse d'élution en
chromatographie par échange d'ions avec le composé S (Slow) qui est élué lentement et le
composé F (Fast) qui est élué rapidement. Chacun de ces composés n'a pas d'activité par
lui-méme mais une action synergique entrainant la formation de pore dans la membrane des
cellules cibles. Le composé S se fixe le premier sur la membrane, permettant la fixation du
composé F puis les couples de toxines s'oligomeérisent pour former un pore octamérique (4
composés S et 4 composés F). Les protéines S déterminent la spécificité cellulaire de la
toxine et peuvent se lier avec différentes protéines de classe F, formant ainsi des toxines
différentes. Les effets cellulaires de ces toxines sont une activation de la voie calcique, une

sécrétion de facteurs chimioattractants et de composés pro-inflammatoires (5, 6).

L'activité de la PVL a été mise en évidence en 1932 chez des souches de S. aureus
responsables de furoncles (25) et c'est en 1936 que la toxine est elle-méme découverte. Les

deux composés de cette toxine sont LukS-PV et LukF-PV. Les génes sont codés sur un
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bactériophage, retrouvé chez moins de 5 % des souches cliniques de S. aureus. L'activité
lytique de cette toxine est restreinte aux monocytes, macrophages et polynucléaires
neutrophiles. Les érythrocytes ne sont pas lysés. Les souches productrices de PVL sont
associées aux infections cutanées, notamment aux furoncles et aux abces, mais également a
des infections plus sévéres, comme les pneumonies nécrosantes, les septicémies
fulminantes et les ostéomyélites. Par contre elles ne sont pas associées aux pneumopathies

acquises sous ventilation (6, 10).

La y-toxine, présente chez 97 % des souches de S. aureus, affecte les polynucléaires
neutrophiles, les monocytes et les érythrocytes. Les genes, issus d'un méme locus situé au
sein méme du génome bactérien, permettent de coder trois composés : un premier
fragment code pour HlgB (composé F) et HIgC (composé S) et un autre pour HIgA (composé
S). La y-toxine est une combinaison d'un des composants S (HIgA ou HIgC) et du composant F

(HIgB) (7).

111.2.2. Les superantigenes

S. aureus peut exprimer trois types de toxines a activité superantigéne : les entérotoxines
(SE, Staphylococcal Enterotoxin de SEA a SEI, SER et SET), les superantigénes entérotoxines
like (SE-I, Staphylococcal Enterotoxin like de SE-IJ a SE-I Q, SE-I S, SE-I U, SE-I V et SE-I X) et la
toxine du choc toxique TSST-1. Ce sont des exoprotéines non glycosylées, de faible poids
moléculaire (19 a 30 kDa), formée de 2 domaines en feuillets béta et d'un domaine
C-terminal similaire a un domaine liant les immunoglobulines. Ils sont synthétisés sous
forme de pré-toxine et clivés au niveau de la séquence N-terminale lors de la sécrétion (9).
Ces toxines sont résistantes a la chaleur, a la protéolyse donc a l'action de la trypsine
digestive, ainsi qu’a l'acidité et a la dessiccation (8). Au moins un superantigéne est sécrété
par 80 % des souches de S. aureus et souvent c’est 5 ou 6 genes codant pour différents

superantigénes qui sont retrouvés (9).

Tous les superantigénes sont codés sur des éléments génétiques mobiles, sauf SE-l X
(Staphylococcal Enterotoxin like X) qui est codé dans le chromosome de la bactérie. SEA
(Staphylococcal Enterotoxin A) est codé par le géne sea situé dans un bactériophage et SED
(Staphylococcal Enterotoxin D) par le gene sed situé sur un plasmide. Les autres

superantigénes sont codés dans des flots de pathogénicité (8), notamment TSST-1 qui est
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codé par le géne tst, présent chez 20 % des souches de S. aureus (2). Les superantigenes sont
régulés par les systemes de régulation Agr, Sae, SarA, SigmaB, Rot et sont produits en fin de

phase exponentielle de croissance (7).

Les superantigénes sont associés aux intoxications alimentaires et aux chocs toxiques. Le
choc toxique est une pathologie potentiellement fatale au cours de laquelle I'activation d'un
grand nombre de cellules T par le superantigeéne entraine une surproduction de cytokines se
concluant par une inflammation systémique et un état de choc (9). Les superantigenes
forment un pont entre le domaine variable de la chaine béta (V[3) des récepteurs TCR des
lymphocytes T et les CMH-II (Complexe Majeur d'Histocompatibilité de type 1) des cellules
présentatrices d'antigénes, induisant une importante prolifération des cellules T ainsi qu'une
activation des cellules présentatrices d'antigenes tels que les macrophages. Ceci entraine un
orage de cytokines, une production massive de TNF-a. (Tumor Necrosis Factor alpha), d’IL-1
(Interleukine-1), d’IL-2 (Interleukine-2) et d’IFN-o. (Interféron alpha), responsables des
symptomes du choc toxique (8). L'activation des cellules T se fait normalement par une
interaction entre le récepteur af3 des cellules T (TCR) et le peptide présenté par le complexe
majeur d’histocompatibilité de type Il (CMH-II). Ce peptide bactérien issu de la digestion de
la bactérie par les cellules présentatrices d'antigenes active environ 0,01 % des
lymphocytes T. Les superantigenes reconnaissant eux la région VP du TCR, région moins
diversifiée avec environ 50 V[ différents dans le génome humain mais répartis de maniere
non proportionnelle. Ills peuvent activer jusqu'a 20 % des lymphocytes T, notamment TSST-1

qui est spécifique de la région V2, région tres fréquente sur les cellules T (9).
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Figure 3 : Mécanisme d’action des superantigénes [Foster T. 1996 (1)]
Contrairement aux fragments d’antigénes présentés spécifiquement par le CMH-Il (Complexe majeur
d’histocompatibilité) des cellules présentatrice d’antigeénes au TCR (Récepteur des cellules T), le superantigene
forme directement un pont entre ces deux éléments et nécessite donc une plus faible spécificité.

Lorsqu'elles sont ingérées, les entérotoxines présentent une activité émétique qui n'existe
pas pour TSST-1. La différence est liée a la présence d'une boucle cystéine retrouvée
uniguement sur les entérotoxines. Les superantigénes sont classés en 5 groupes : le groupe |
est représenté par la toxine du choc toxine (TSST-1) qui ne posséde qu'un site de liaison au
CMH-II et aucune activité émétique. Le groupe Il comprend entre autres SEB (Staphylococcal
Enterotoxin B) et SEC (Staphylococcal Enterotoxin C) et posséde une boucle cystéine dans sa
structure permettant I'activité émétique de ces toxines. Comme le groupe |, le groupe Il n'a
gu'un site de liaison au CMH-Il. Le groupe lll est représenté par SEA (Staphylococcal
Enterotoxin A), SED (Staphylococcal Enterotoxin D) et SEE (Staphylococcal Enterotoxin E).
Comme dans le groupe Il, ces entérotoxines ont une boucle cystéine et une activité
émétique. lls possedent deux sites de liaison au CMH-II dont un dépendant du zinc. La
présence de deux sites de liaison permet de créer des ponts entre cellules présentatrices
d'antigenes adjacentes, et d'augmenter I'activité superantigene. Le groupe IV correspond
aux toxines de Streptococcus pyogenes. Le groupe V contient des superantigenes découverts
plus récemment, notamment les entérotoxines like. lls ont deux sites de liaison au CMH-II,
pas de boucle cystéine mais une boucle supplémentaire de 15 acides aminés qui semble

critique pour l'interaction avec le domaine V[3 du TCR (8, 26).

38

BERAUD
(CC BY-NC-ND 2.0)



Les superantigénes des groupes | et Il sont associés a des pathologies plus importantes,
notamment car ils sont produits en quantité plus élevée (de l'ordre du ng/mL) que les

superantigénes de classe Ill et V, produits en pg/mL (8).

111.2.3. Les épidermolysines

Les exfoliatines sont responsables des syndromes de la peau ébouillantée (SSSS

Staphylococcal Scalded Skin Syndrome). Ce sont des sérines protéases de 30 kDa qui
hydrolysent spécifiguement les desmosomes de la couche superficielle de la peau, en clivant
la desmogléine 1, cadhérine desmosale responsable de I'adhésion entre les cellules. Il existe
plusieurs sérotypes. ETA (Exfoliatine Toxine A), formée de 242 acides aminés, est majoritaire
en Europe, en Amérique et en Afrique. Codée par le gene eta localisé sur le chromosome,
elle est présente chez 0,5 % a 3 % des souches de S. aureus sensibles a la méticilline et chez
10 % des souches de S. aureus résistant a la méticilline (19). ETB (Exfoliatine Toxine B),
formée de 246 acides aminés, est codée sur un plasmide par le géne etb et est présente chez
0,5 % des souches (13). La spécificité de ces toxines pour la desmogléine 1 explique leur
absence d'activité au niveau des muqueuses et des couches profondes dans lesquelles il est

retrouvé de la desmogléine 3 qui compense les pertes de desmogléine 1 (12).

I11.3. Physiologie : les systémes régulateurs

II1.3.1. Le guorum-sensing : agr

Les protéines de surface sont majoritairement exprimées pendant la phase exponentielle de
croissance de la bactérie, alors que les exotoxines sont sécrétées pendant la phase
stationnaire de croissance bactérienne. Cette répartition est le résultat de l'activation du
régulateur global agr (accessory gene regulator) qui coordonne |'expression des génes de
S. aureus (2). Les régulateurs agissent en réponse a la densité cellulaire, a I'énergie
disponible et aux signaux environnementaux (27). La coordination de ces actions permet la
formation d'infections, avec dans un premier temps un petit nombre de bactérie exprimant
les facteurs de surface comme la protéine A afin d'adhérer a I'hGte et de contrer le systeme
immunitaire puis dans un second temps, lorsque le site devient pauvre en nutriments et que
la densité cellulaire est importante, la sécrétion de facteurs de virulence permettant a la

bactérie de se répandre dans |'organisme (28).
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Le systéme agr est un quorum-sensing, permettant aux cellules de communiquer entre elles
et s'activant en fonction de la densité bactérienne au sein du site d'infection. C'est un
systeme a 2 composants dirigé par les promoteurs P2 et P3. L'opéron P2 code pour I'ARNII,
composé de 4 protéines générant le mécanisme agr. L'opéron P3 code pour I'ARNIII,
effecteur intracellulaire du systeme agissant sur les geénes cibles. Les transcrits ARNII et
ARNIII sont en sens opposé sur le chromosome bactérien et séparés par 120 paires de base.
Les ligands activant le systeme agr sont des peptides cycliques nommés AIP (auto-inductible
peptide) composés de 7 a 9 acides aminés. Ils sont synthétisés sous forme de pro-peptides
par la bactérie elle-méme et codés par le geéne agrD situé dans |'opéron P2. Leur sécrétion et
leur maturation se font par le systéme d'export AgrB, protéine transmembranaire codée par
le géne agrB lui aussi situé au sein de I'opéron P2. Leur quantité est représentative de la
densité microbienne et ils apparaissent dans lI'environnement au milieu de phase
exponentielle de croissance bactérienne. Les AIP lient la partie N-terminale
transmembranaire du récepteur AgrC, qui couplé a AgrA forment le systéme régulateur a 2
composants. AgrC et AgrA sont également codés dans I'opéron P2, par les génes agrC et
agrA. AgrC est une histidine protéine kinase, capable de fixer les AIP et AgrA est le
régulateur réponse de ce systéeme qui active les promoteurs P2 et P3. Cette boucle d'auto-
amplification signe le passage de I'étape de croissance bactérienne exponentielle a I'état
stationnaire. L'ARNIII, codé par I'opéron P3, a une structure secondaire complexe, fortement
conservée entre les espéces de staphylocoques. Il augmente la transcription de la majorité
des génes codant pour des protéines extracellulaires et diminue la transcription des genes
codant pour des protéines de surface. Son mécanisme d'action n'est pas totalement connu.
Il peut se faire par une liaison directe sur le promoteur des genes cibles, par I'intermédiaire
d'autres régulateurs, ou en affectant la stabilité des transcrits d'ADN par modifications
allostériques. L'ARNIII agit également au niveau de la traduction de certains ARN messagers,
notamment celui de I'hémolysine alpha et de la protéine A, empéchant leur traduction (27,

28, 29).

Les variations de séquence d'agrB, agrD et agrC ont permis d'identifier 4 groupes chez
S. aureus. Le systéme d'export AgrB n'est pas spécifique d'un type d'AlIP. Par contre, le
récepteur AgrC est activé par les AIP de son groupe et inhibé par les autres. Le phénotype

d'agr influence la pathogénicité, notamment la capacité de formation de biofilms (28). La
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plupart des souches impliquées dans les chocs toxiques et certaines impliquées dans les
pneumonies nécrosantes a PVL appartiennent au groupe Il d'agr, alors que celles

productrices d'exfoliatines sont préférentiellement du groupe IV (27).

I11.3.2. les autres régulateurs

Les autres régulateurs permettent a la bactérie de répondre aux signaux de I'environnement

différents de la densité bactérienne.

Figure 4 : Régulation des facteurs de virulence chez Staphylococcus aureus [Yarwood JM, et al. 2003 (28)]
Le systeme agr (accessory gene regulator) est composé de I'opéron P2 qui code pour 'ARNII et de I'opéron P3
qui code pour I'ARNIII, effecteur intracellulaire agissant directement ou indirectement sur I'expression des
facteurs de virulence. L'ARNII permet la synthése des composants du systeme : AgrD, pro-peptides sécrétés par
AgrB et transformés en AIP (auto-inductible peptides). Les AIP activent le récepteur AgC couplé a AgA qui lui-
méme active la transcription des opérons P2 et P3. D’autres régulateurs, influencés par des facteurs
environnementaux, agissent sur la transcription des facteurs de virulence, soit directement, soit par
I'intermédiaire du systeme agr.

- SaeRS

SaeRS est un systeme a 2 composants qui réagit a la salinité, le pH et le taux de glucose de
I'environnement ainsi qu'a la présence d'antibiotiques en concentrations sub-inhibitrices. Il
régule les géenes des protéines impliquées dans l'adhésion et l'invasion telles que la
protéine A, la protéine liant le fibrinogéne, la protéine liant la fibronectine et les genes
codant pour les hémolysines. Il inhibe le systeme agr, atténuant la virulence des infections
en modele murin. Il apparait au début de la phase exponentielle de croissance bactérienne

et disparait en phase post-exponentielle (30).
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- ArIRS

ArlIRS est un systéme a 2 composants qui contre I'auto-induction d'agr. Il est impliqué dans la
formation des biofilms et dans ['activité autolytique. Son absence entraine une
augmentation de transcription de I'opéron P2 d'agr. |l est responsable d'une diminution de

synthése des exoprotéines, probablement par diminution d'agr (28).

-SrrAB

SrrAB (Staphylococcal respiratory response) est un systéeme a 2 composants qui inhibe
I'expression d'ARNIII mais qui est également inhibé par agr. Il régule les génes impliqués
dans le métabolisme énergétique et permet notamment a S. aureus de croitre en anaérobie
en favorisant les facteurs nécessaires au métabolisme et en réprimant la synthése des
facteurs de virulence. Lors d'une croissance dans un milieu pauvre en oxygéne, srrAB est
surexprimé a toutes les phases de croissance de la bactérie avec un maximum en fin de
phase exponentielle, diminuant ARNIII. Ce systeme serait la cause de la plus faible virulence
des SCVs (Small Colony Variant), souches de S. aureus retrouvées au cours d'infections
profondes et chroniques. Ces SCVs expriment plus faiblement leur catalase, leur coagulase et
leurs hémolysines. La sécrétion de la toxine du choc toxique TSST-1 uniquement en aérobie
est également liée a ce régulateur qui, par inhibition d'ARNIII, inhibe la transcription du géne

tst en cas de faible niveau d'oxygéne. A l'inverse, il favorise la synthése de protéine A (31).

- Le facteur Sigma(B)

Le facteur alternatif Sigma(B) répond au stress de I'environnement, au manque d'énergie ou
a des stimuli tels que la présence d'éthanol ou d'acide salicylique dans le milieu. Son action
est régulée par un chemin post-transcriptionnel complexe impliquant d'autres régulateurs. Il
contre l'action d'agr en augmentant I'expression de toxines dés la phase exponentielle de
croissance, soit indirectement par l'intermédiaire d'autres régulateurs, soit directement pour
les génes dont le promoteur est dépendant de sigma(B). Il est impliqué dans la production
du pigment jaune or de S. aureus. En pratique, I'absence de sigma(B) affecte peu la virulence

mais diminue la capacité de formation de biofilms (27).

- SarA et ses homologues

SarA (staphylococcal accessory regulator A) et ses homologues appartiennent a la famille des

protéines régulatrices liant I'ADN. Ce sont des protéines de faible poids moléculaire avec un
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haut pourcentage de résidus chargés. Ils sont nécessaires a |'action d'agr (32) et agissent sur
de nombreux facteurs de virulence mais également sur une grande variété de genes avec
des actions accessoires. lls ont une structure en double hélice, capable de lier I'ADN. Parmi
ces protéines, sarA peut étre transcrit par 3 promoteurs : sarP1, sarP2 et sarP3 qui sont
actifs a différents moments de la croissance bactérienne. Parmi les homologues de SarA,
SarR est une protéine de 113 acides aminés qui en se liant sur le promoteur de sarA diminue
son expression. SarA se lie aux régions riches en bases AT, incluant les régions 5' de
nombreux génes. Des régions de liaison de SarA sont présentes entre les promoteurs P2 et
P3 d'agr, suggérant une coopération de ces deux systemes. La liaison de SarA et d'AgrA
entre les deux promoteurs entraine une modification de cette région qui induit la
transcription des opérons, alors que la présence de SarR conserve la liaison mais empéche le
changement conformationnel donc la transcription des génes (33). SarA augmente la
transcription de certains géenes, notamment l'opéron P2 et P3 mais aussi fnbA, le géne
codant pour les récepteurs a la fibronectine, tst, le géne de la toxine du choc toxique et hla,
le geéne de l'a-toxine. Il diminue la transcription d'autres genes tels que cna, le géne codant
pour la protéine liant le collagéne. SarA est nécessaire a l'activation de saeRS et arlRS,

probablement par son action sur agr (27).

SarS est un homologue de SarA qui est exprimé a un taux quasiment indétectable en
présence d'agr et de SarA. En l'absence de ces deux facteurs qui sont ses répresseurs, il
favorise la synthese de la protéine A. Ainsi la diminution de transcription du géne spa, géne
de la protéine A, par le systéme agr serait liée a une inhibition de son activateur SarS (34).
SarT est un homologue de SarA qui diminue la transcription de I'a-toxine. En fin de phase
exponentielle de croissance, sarT est inhibé par agr et SarA, favorisant ainsi la production
d'o-toxine. SarA agit également directement sur hla, le géne de l'a-toxine (35). Rot
(repressor of toxins), autre homologue de SarA a une activité qui contre celle d'agr. Il régule
négativement |'expression de protéines telles que les protéases, la lipase, les uréases et les
hémolysines, toutes impliquées dans l'invasion des tissus. Par contre rot régule positivement
des genes de protéines de surface impliqués dans l'adhésion, comme la protéine A. Il
contribue aussi a la régulation de genes non impliqués en pathogénicité que ce soit des

génes du métabolisme, de synthése des composants de parois ou de transport (36).
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I11.3.3. Régulation globale des toxines

Chaque géne peut étre sous l'influence de plusieurs régulateurs avec des effets différents qui
font que le gene n'est exprimé qu'au moment optimal. Le systéme agr répond a la densité
cellulaire mais en cas d'énergie ou de nutriment insuffisants, les autres systémes de
régulation vont diminuer la synthése des exoprotéines afin de maintenir les fonctions vitales
de la bactérie. Ainsi en présence d'un milieu de culture acide, d'éthanol ou d'antibiotiques
en concentrations sub-inhibitrices, la synthése de la toxine du choc toxique TSST-1 et de
I'hémolysine alpha est diminuée, alors que celle des protéases et de la protéine A est

augmentée (27).

Le systéme agr s'auto-induit grace aux AIP et interagit avec les autres systemes a deux
composants. Des boucles d'amplification ou d'inhibition existent entre les différents
régulateurs, notamment entre ARNIII et sarA ou ses homologues. L'ARNIII augmente la
transcription de nombreux facteurs, comme la toxine du choc toxique TSST-1, les
hémolysines, ou encore la PVL, entrainant une augmentation de leur sécrétion en phase
post-exponentielle de croissance. A l'inverse, il régule négativement I'expression d'enzymes
(protéases, lipase), I'expression du gene de la résistance a la méticilline mecA et surtout la
synthese de protéine de surface (protéine A, protéine liant la fibronectine, coagulase). En
I'absence d'ARNIII, Rot et SarT ont une action inhibitrice sur le géne hla de I'o-toxine alors
gue Rot et SarS ont une action positive sur spa, géne de la protéine A (29). Rot a un effet
opposé au systéme agr, a la fois sur les genes de virulence mais également sur Sars,

favorisant son action (36).

L'exfoliatine ETA est diminuée par les régulateurs Sigma(B), SarA et SarS, alors que
I'exfoliatine ETB est diminuée par Sigma(B), SarA mais pas par SarS. La transcription de ces
deux toxines est augmentée par SaeRS, ArIRS et AgrA. Ainsi la production d'ETA est a son
maximum pendant la phase de croissance exponentielle car I'augmentation d'AgrA en phase

post-exponentielle est contrée par I'action de Sigma(B) et la diminution de SaeRS (37).
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IV.  Les Phenol-Solubles Modulines (PSMs), particularités

IV.1. Structures

IV.1.1. Les PSMs : structure primaire et génétique

Les Phenol-Solubles Modulines (PSMs) ont été décrit la premiére fois par Klebanoff en 1999
(38). Ces peptides retrouvés dans la phase phénol lors d'extractions de surnageants de
culture de Staphylococcus epidermidis, ont montré une capacité a résister a la chaleur (15
minutes a 100°C entrainent une perte partielle d'activité et 60 a 120 minutes entrainent une
perte totale), et une activité sur les cellules, notamment les monocytes (38). La séparation
des PSMs de S. epidermidis montre deux types de composants : PSMa composé de 22 acides
aminés avec un poids moléculaire de 2460 Da et présentant une homologie de structure
avec la o-toxine de S. aureus et PSMB composé de 44 acides aminés avec un poids
moléculaire de 4639,3 Da. PSMy, retrouvé chez S. epidermidis mais absent chez S. aureus,
est composé de 25 acides aminés, avec un poids moléculaire de 2820,4 Da et sa structure est
proche de celle de la d-toxine de S. aureus avec seulement 2 bases de différence entre les
genes (38). Chez Staphylococcus carnosus, quatre types de PSMs sont décrits : PSMa, PSM3,
PSMy et PSMJS (39). Chez S. aureus, |'utilisation d'une chromatographie liquide haute
performance en phase inversée avec détection par spectrométrie de masse, suivi d'un
séquencage, a permis d'identifier 6 peptides assimilés a des PSMs. 4 de ces peptides sont
courts, environ 20 acides aminés et de type alpha : PSMal, PSMa2, PSMa3 et PSMa4 et 2
sont longs, environ 40 acides aminés et de type béta : PSMB1 et PSMB2. Les génes codant
les PSMs, présents chez I'ensemble des souches de S. aureus, sont répartis dans 2 clusters
différents situés dans le core-génome de la bactérie, I'opéron alpha codant pour les 4 PSMa
et I'opéron béta codant pour les 2 PSM (40). Chez Staphylococcus lugdunensis, 3 peptides
de type PSMP sont décrits : SLUSH (Staphylococcus lugdunensis synergistic hemolysin) de
type A, B et C. Composés d'environ 43 acides aminés, ils sont codés par le slush opéron,

présent dans le génome bactérien et régulés par le systeme agr (41).
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Figure 5 : PSMs chez Staphylococcus aureus : génes et structures [Schwartz K et al. 2012(42)]
A) Les genes sont situés sur le génome de Staphylococcus aureus. Les PSMs sont codés par 2 opérons : I'opéron
o codant pour 4 PSMa et 'opéron B codant pour 2 PSM. Le géne de la 5-toxine est situé au sein méme du
géne de régulation ARNIII. B) Structures des PSMs : ce sont de petits peptides de 20 a 22 acides aminés pour les
PSMa et de 44 acides aminés pour les PSM.

IV.1.2. Les PSMs : structure tertiaire et systeme d'export

Les PSMs sont donc une famille de peptides, présents chez I'ensemble des Staphylocoques
mais différents au sein de chaque espéce, avec une structure en hélice alpha (43) et des
propriétés type surfactant grace a leur caractere tres amphiphile. Ils sont sécrétés sous
forme formylés mais peuvent étre déformylés en fonction de I'activité peptide déformylase
du milieu de culture (41). Leur export au niveau extracellulaire se fait par un transporteur
spécifique, composé d'une cassette liant I'ATP, lui-méme régulé par le systéme agr. Ce
transporteur Pmt (Phenol-Soluble Moduline Transporteur) est codé par 4 genes : pmtA,
pmtB, pmtC et pmtD. |l est composé de deux parties séparées par la membrane, PmtB et
PmtD et de deux ATPases, PmtA et PmtC. Ce transporteur est essentiel a la survie des
bactéries qui sécrétent des PSMs car son absence entraine une accumulation de PSMs dans
le cytosol et une lyse de la bactérie par ses propres toxines. De plus, ce transporteur protege
S. aureus des autres PSMs potentiellement présents dans I'environnement comme ceux de

S. epidermidis (44).
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IV.1.3. PSM-mec

En plus des PSMs chromosomiques, certains S. aureus présentent un PSM de type o codé
par le géne psm-mec situé dans la cassette SCCmec, cassette chromosomique codant la
résistance a la méticilline. C'est l'unique toxine de S. aureus codée dans cette cassette. Elle
est associée aux cassettes de type Il, lIA, 1IB, IID et lll principalement et plus rarement sur les
cassettes de type VIII (45). Contrairement aux autres PSMs, PSM-mec a dans sa structure un
résidu cystéine mais qui ne semble pas avoir d'action particuliére, notamment il ne permet
pas la dimérisation du peptide (24). La quantité de PSM-mec sécrétée est tres variable en
fonction des souches, sans lien avec le type de cassette. Par contre il y a une corrélation

entre le taux de PSM-mec produit et celui de PSMa. (46).

IV.1.4. Les dérivés de PSMs

Des dérivés de PSMs, correspondant a des PSMs tronqués, ont récemment été identifiés
chez S. aureus. lls sont nommés dPSMal et dPSMao4 en fonction de leur forme parente et
présentent une activité différente de celle de la forme initiale (47). Chez S. epidermidis, des
dérivés de PSMol et PSMa2 sont également identifiés (48). L'auréolysine est une
métalloprotéase zinc dépendante, sécrétée par la bactérie pour cliver ses propres protéines
de paroi cellulaire et elle aurait la capacité de cliver les PSMs en dPSMs, protéines a activité

différente, notamment moins cytolytiques (47).

IV.1.5. L'auréolysine

Le gene aur, codant pour l'auréolysine, est un géne essentiel pour la bactérie, tres conservé
entre les espéces avec un polymorphisme faible ne permettant de distinguer que deux
alleles différents chez S.aureus. De plus, les alleles codent pour des protéines
structurellement proches et avec des niveaux d'activité similaire en termes d'affinité pour les
substrats (49). L'auréolysine est composée d'une chaine unique de 301 acides aminés avec
un domaine N-terminal en feuillet béta et un domaine C-terminal en hélice alpha. Les deux
domaines sont reliés par une hélice alpha centrale et cette protéine a la capacité de lier un
ion zinc ainsi que deux ions calcium. Le site de liaison au substrat se fait par l'intermédiaire

de l'ion zinc et par le résidu Glu (acide glutamique) en position 145 (50).
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L'auréolysine, la sérine protéase et la cystéine protéase sont des protéases cellulaires,
également appelées autolysines, sécrétées par la bactérie elle-méme afin de renouveler ses
protéines de paroi. En effet, chez les souches mutantes produisant une grande quantité de
protéases cellulaires, les niveaux d'expression des protéines liant la fibronectine et de la
protéine A sont diminués. L'ajout d'un inhibiteur de protéase remonte le niveau d'expression
des protéines de paroi (51). A l'inverse, la perturbation de la synthése de la membrane
cellulaire, c'est-a-dire une altération du peptidoglycane, induit une répression des systemes
autolytiques tels que l'auréolysine. Ce phénomene est notamment retrouvé au cours de

I'utilisation de B-lactamines, antibiotiques agissant sur la paroi bactérienne (52).

IV.2. PSMs et virulence

IV.2.1. PSMs et niveau d'expression

Produits par toutes les souches de staphylocoques, les PSMs sont sécrétés a plus forte
concentration chez les clones de S. aureus résistant a la méticilline d'origine communautaire,
ceci pouvant étre une explication a leur virulence, notamment pour le clone USA300, clone
épidémique aux Etats-Unis (40). Les ostéomyélites a S. aureus résistant a la méticilline
d'origine communautaire sont plus aigués et plus séveres que celles a S. aureus résistant a la
méticilline d'origine hospitaliere. Au cours de ces infections, la capacité de S. aureus a avoir
une virulence intracellulaire est un facteur déterminant de I'évolution de la pathologie. Les
PSMs pourrait donc étre le déterminant intracellulaire, responsable de la plus forte virulence

des souches communautaires dans les infections ostéo-articulaires (53).

IV.2.2. Activités pro-inflammatoire et cytolytique

Les PSMs, ont une activité pro-inflammatoire sur différentes cellules, notamment les THP-1,
monocytes humains utilisés en laboratoire, sur lesquels ces toxines entrainent une activation
de la production de TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha), d'IL-1B (Interleukine 1) et d'IL-6
(Interleukine 6) (38). Les PSMs, principalement les PSMa, ont la capacité de recruter, activer
et lyser les polynucléaires neutrophiles, éliminant ainsi le principal mécanisme de défense de
I'hote et favorisant I'envahissement par la bactérie. Sur ces cellules, ils induisent la libération
d'IL-8 (Interleukine 8) mais pas celle de TNF-a, ni d'IL-1B. L'activité des PSMs est tres
spécifique du type de cellule et I'augmentation de TNF-a observée dans les modeles
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bactériens n'est pas directement liée a l'effet des PSMs mais est indirectement la
conséquence d'une activation cellulaire (40). Au cours des pathologies impliquant les PSMs,
I'accumulation de neutrophiles et leur sécrétion de dérivés oxygénés et d'enzymes

protéolytiques, entrainent des dommages cellulaires (54, 55).

Les PSMs ont une activité cytolytique. La présence de PSMa3 dans un milieu de culture
altere les polynucléaires neutrophiles en seulement 5 minutes, avec des signes d'altération
de la membrane puis une lyse complete en 60 minutes (40). Les PSMa lysent également les
érythrocytes et les autres types de leucocytes avec une activité plus importante pour
PSMal, PSMa2 et PSMa3 (56). De plus les PSMs, surtout PSMa3 potentialisent I'action
lytique de la PVL sur les polynucléaires neutrophiles (57) et la B-hémolysine potentialise
I'action de la d-toxine et de PSM-mec sur les érythrocytes (56). Chez S. epidermidis, PSM a
un fort pouvoir cytolytique, équivalent a celui de PSMa3 chez S. aureus. Ils forment des
pores dans la membrane des cellules cibles grace a leur structure en hélice alpha amphiphile.
La structure en hélice alpha est essentielle pour I'activité cytolytique mais non suffisante
étant donné que d'autres PSMs ont la méme structure mais pas d'activité cytolytique. La
principale différence entre S. aureus et S. epidermidis est la répartition des PSMs. Chez
S. aureus, la majorité est de type alpha, donc cytolytique, alors que chez S. epidermidis, 50 %

sont de type béta (58).

En modeéle animal, une réduction de la mortalité chez la souris est observée en cas
d'infection par une souche délétée en PSMo. et la mort de la souris est plus lente en cas
d'infection par une souche délétée en d-toxine. La quantité de TNF-a produite se retrouve
également abaissée dans ces situations. La taille des lésions cutanées de la souris est
diminuée au cours des infections par des souches délétées en PSMa.. Ce sont les PSMa, et
en particulier PSMa3, qui ont une fonction essentielle dans la pathogénicité
pro-inflammatoire de ces peptides. Dans un modeéle de péritonite chez la souris, l'infiltration
et la lyse des polynucléaires neutrophiles sont significativement augmentées en cas
d'infection par la souche non délétée par rapport a la souche délétée en PSMa, prouvant
I'activité cytolytigue des PSMa (40). En modele animal chez le lapin, la lyse des

polynucléaires neutrophiles et la taille des abcées sont corrélées au niveau d'expression des
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PSMa.. PSMa3 est le plus actif et seules les formes formylées présentent une activité lytique

(59).

1V.2.3. Activité intracellulaire

L'activité des PSMs peut étre inhibée en présence de sérum par interaction antagoniste avec
les lipoprotéines. Par contre, I'activité intracellulaire est toujours conservée avec notamment
la capacité a lyser les cellules qui ont phagocytées la bactérie (60). Le passage en
intracellulaire de S. aureus lui permet d'échapper au systeme immunitaire et favorise la
dissémination de la bactérie dans I'organisme. Les PSMs ont la capacité de lyser les cellules
phagocytant la bactérie depuis les compartiments intracellulaires. lls détruisent Ia
membrane de I'endosome et permettent a S. aureus de se développer dans le cytoplasme a
I'abri du systéeme immunitaire (61). L'expression des PSMs est associée a une cytotoxicité sur

les ostéoblastes, ceci par action intracellulaire de ces toxines (53).

1V.2.4. Adhésion et dissémination

Les PSMPB n'ont pas d'impact ni sur les Iésions cutanées, ni sur la lyse des polynucléaires
neutrophiles (40). lls contribuent a la formation de biofilms et a la dissémination des
infections. Les biofilms sont un facteur clé de la virulence des staphylocoques. lls
augmentent la résistance de la bactérie face aux traitements antibiotiques et au systéme
immunitaire. Ce sont des structures multicellulaires, composées d'une matrice de protéines,
de polysaccharides, d'ADN extracellulaires, et d'autres facteurs. La composition du biofilm
varie en fonction des souches, de leur stade physiologique et de la disponibilité des
nutriments. Le caractéere amphiphile des PSMs structure les biofilms, leur donnant des
propriétés d'interaction entre les cellules et créant des canaux a l'intérieur. Ces canaux sont
essentiels a la survie du biofilm, permettant aux cellules les plus profondes de recevoir des
nutriments et a la bactérie de se maintenir. Lorsqu'ils sont exprimés en grande quantité, les
PSMs permettent le désassemblage du biofilm et des morceaux se détachent de la structure
initiale, favorisant la dissémination de |la bactérie. Les PSMs ont donc un rble essentiel dans

le contréle du switch entre le mode quiescent et agressif de l'infection (42, 62, 63, 64).
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La présence des PSMs chez I'ensemble des staphylocoques laisse penser que leur réle initial
n'était pas lié a la virulence. La production de ces peptides a propriété surfactant, permet

dans un premier temps a la bactérie d'adhérer et de coloniser les surfaces épithéliales (62).

IV.2.5. Activité de PSM-mec

PSM-mec est un PSM de type alpha avec une activité pro-inflammatoire et cytolytique. Ses
activités de chimiotactisme et d'activation des polynucléaires neutrophiles sont inférieures a
celles de PSMa3 mais égale a celles des autres PSMo.. Sa capacité a entrainer la production
d'IL-8 est équivalente a celle des autres PSMs. Sa capacité a lyser les polynucléaires
neutrophiles est moindre que celle des autres PSMo. mais sa capacité a lyser les érythrocytes
est équivalente (24). Sa présence chez des souches ayant une faible production de PSMa
chromosomique a un impact sur la virulence, effet notamment démontré dans des infections
cutanées sur modeéle murin (46). L'effet de PSM-mec sur les biofilms et I'adhésion de la

bactérie est faible (24).

1V.2.6. Activité des dérivés des PSMs

Les PSMs tronqués ont une activité différente de celle du peptide initiale. lls ont une activité
antimicrobienne ciblant les autres bactéries a Gram positif, qui contribuerait a la
colonisation de S. aureus au niveau de la peau, notamment a sa lutte contre S. epidermidis.
L'activité cytolytique et I'activation des polynucléaires neutrophiles par ces dérivés est
absente ou faible (47). Chez S. epidermidis, des dérivés de PSMal et PSMa2 ont montré
avoir une activité antimicrobienne, notamment anti Streptococcus pyogenes mais également

anti Micrococcus luteus (48).

IV.3. Mécanisme d'action

Les PSMs agissent sur les polynucléaires neutrophiles selon deux mécanismes d'action en

fonction de leur niveau d'expression.

1V.3.1. Action FPR2 dépendante

A des concentrations de l'ordre du nanomolaire, les PSMs ont la capacité de stimuler et

d'attirer les polynucléaires via les récepteurs FPR2 (Formyle Peptide Récepteur de type 2). La
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liaison des PSMs aux FPR2 entraine la production de radicaux oxygénés par activation de la
NADPH oxydase (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Oxydase), la libération d'IL-8
(Interleukine 8) et une action immunomodulatrice (54, 65). Ces récepteurs permettent donc
aux polynucléaires neutrophiles d'ajuster leur réponse en fonction de |'agressivité de la
souche de staphylocoque infectante (41). Par contre le récepteur FPR2 n'est pas impliqué

dans l'activité cytolytique des PSMs (66).

IV.3.2. Les récepteurs FPR2

Les Formyle Peptide Récepteurs (FPR) sont des récepteurs pour les molécules
chimioattractantes. Leur activation entraine la migration des polynucléaires neutrophiles au
site d'infection. Ce sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés a la
protéine G, composés d'une seule chaine polypeptidique de 350 a 370 acides aminés. La
partie N-terminale et les trois boucles extracellulaires sont essentielles a l'interaction avec
les ligands. La partie C-terminale et les trois boucles intracellulaires sont essentielles a la
transmission du signal (54). Les FPRs humains sont de 3 types : FPR1, codé par le géne fpr
situé sur le chromosome 19, FPR2 codé par le geéne fprl1 également sur le chromosome 19 et
FPR3. FPR1 et FPR2 sont exprimés a la surface de nombreuses cellules dont les monocytes,
les macrophages, les polynucléaires neutrophiles et les cellules dendritiques immatures,
alors que FPR3 est spécifique des monocytes et macrophages (41). FPR1 a une haute
spécificité pour les peptides formylés bactériens et posséde un rbéle majeur dans la
reconnaissance des bactéries par I'hote. Au contraire FPR2 a une affinité plus faible pour les
peptides formylés mais il peut reconnaitre un nombre important et varié de peptides
amyloides et de molécules endogénes, comme les peptides de défense de I'hote. De plus,
FPR2 est sensible aux agonistes anti-inflammatoires. Son activation peut aboutir a une action
pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire. Ce récepteur est impliqué dans les maladies
inflammatoires chroniques et dégénératives. FPR2 est également la cible des PSMs, avec une

reconnaissance indépendante du groupement formylé de I'extrémité N-terminal (66).

1V.3.3. Action FPR2 indépendante

A des concentrations de I'ordre du micromolaire, les PSMs ont une action cytolytique par
destruction de la membrane des polynucléaires neutrophiles. Cet effet cytolytique serait

indépendant de tout récepteur et causé par les propriétés détergentes de I'hélice alpha
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amphiphile des PSMs, qui faciliteraient leur interaction avec les membranes biologiques et |a
formation de pore dans les membranes (56). Cette action est facilitée et peut s'observer a de
plus faibles concentrations en cas de membrane déja altérée par I'effet pro-inflammatoire

dépendant des récepteurs FPR2 (65).

IV.4. Régulation

Les PSMs ayant une activité pro-inflammatoire, il est crucial pour la bactérie de sécréter ces
toxines a un moment ou elle peut inactiver les cellules immunes. Les PSMs sont finement
controlées par le systeme du quorum-sensing agr. Une absence de sécrétion de PSMs est
retrouvée chez les souches délétées en agr (67). Ce mécanisme de régulation limite la
sécrétion des toxines jusqu’a ce que les molécules signales atteignent une haute
concentration, régulant les génes en fonction de la densité bactérienne. Ainsi le systéme agr
empéche la production de PSMs lorsqu'elles mettent en péril la survie de la bactérie et
favorise leur production lorsqu'elles sont utiles a la pathogénicité, en phase de croissance
lente, fin de la phase exponentielle de croissance bactérienne (40, 67). La régulation des
PSMs entraine une diminution de l'activation des polynucléaires neutrophiles par les
récepteurs FPR2 au cours de la phase initiale de l'infection et a l'inverse une augmentation
des récepteurs aux molécules chimioattractantes en phase d'expression d'agr. La libération
des peptides formylés reconnus par FPR1 n'est pas influencée par le systeme de régulation

agr (68). Le systeme d'export Pmt des PSMs est également régulé par agr (44).

Contrairement aux autres toxines, la production de PSMs n'est pas corrélée au niveau
d'expression d'ARNIIl, suggérant une régulation agr-dépendante, directement sous le
contréle d'AgrA et indépendante d'ARNIII (40). L'action d'AgrA se fait directement par liaison
sur les promoteurs des opérons psma et psmp. Les régions spécifiques de liaison ont été
identifiées en comparant les séquences des promoteurs des PSMs avec celles des
promoteurs P2 et P3 (69). PSM-mec présente un systeme de régulation identique a celui des

autres PSMs (46).

La d-toxine est codée au sein méme du géne régulateur ARNIIl. La présence de d-toxine
indique l'activation du quorum sensing et sa production commence environ 2 heures aprés

celle des autres PSMs (67).
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La production de PSMs est également régulée positivement par le systéme SarA et
indépendante du systéme SaeRS. SarA n'a pas un impact direct sur I'expression des PSMs
mais il diminue leur dégradation post sécrétion en diminuant I'expression de I'auréolysine,

protéase de S. aureus dégradant les PSMs (53, 70).

V.  Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM)

V.1. Emergence et définition de la résistance

Staphylococcus aureus s'adapte rapidement aux pressions de I'environnement. La résistance
a la pénicilline par transfert d'une pénicillinase plasmidique apparait dans les années 1940,
moins de 4 ans apres la premiere utilisation de ce traitement. A la fin des années 1960, 80 %
des souches sont résistantes et actuellement plus de 90 % des S. aureus expriment cette
enzyme (71). En 1960, une nouvelle B-lactamine semi-synthétique, la méticilline, active sur
les staphylocoques malgré la présence de pénicillinase est utilisée en thérapeutique. Moins
d'un an aprés, une souche de S. aureus résistante est décrite en Angleterre chez une

patiente hospitalisée pour une surinfection de plaie (72).

La résistance a la méticilline est liée a la synthese de PLP2a (Protéine Liant la Pénicilline de
type 2a) et confere une résistance a toutes les -lactamines (pénicillines et céphalosporines).
Les PLP sont des transpeptidases, nécessaires a la liaison des chaines de peptidoglycane et a
la stabilité de la paroi bactérienne. La PLP2a se substitue aux autres PLP, joue le méme réle
dans la synthése de la paroi mais par sa faible affinité aux P-lactamines entraine une

résistance de S. aureus a ces antibiotiques (71).

V.2. Support génétique de la résistance a la méticilline

La résistance a la méticilline est liée a la présence d’'un gene mecA codant pour les PLP2a. Ce
géne de résistance est porté par un élément génétique mobile particulier appelé
staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec). L'intégration ou I'excision de la cassette
dans le chromosome bactérien se fait par I'intermédiaire de deux recombinases : ccrA et
ccrB (cassette chromosome recombinase), qui reconnaissent des séquences répétées aux

extrémités de la cassette. Elles entrainent une insertion de la cassette dans un site
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spécifique : attBscc et facilitent le transfert horizontal de la résistance. Toutes les cassettes
sont insérées selon la méme orientation et au méme endroit dans le chromosome bactérien,
au niveau de I'OrfX (Open Reading Frame ou phase ouverte de lecture X), codé par le géne
orfX et de fonction inconnu. Ce site d’insertion est proche de l'origine de réplication du
chromosome bactérien, ce qui apporte un avantage a la résistance bactérienne, lui
permettant d’étre synthétisée rapidement et favorisant sa probabilité d’étre présente dans
de nombreuses copies (73). En plus du gene mecA, la cassette contient un flot de
pathogénicité IS431mec facilitant I'acquisition d’autres résistance et des régulateurs : mec/
et mecR1, qui sont responsables d’une expression phénotypique hétérogéne de la
résistance. Mecl code pour la protéine répresseur de transcription Mecl et mecR1 code pour
la protéine signale de traduction MecR1. Ces deux génes régulent la transcription du gene
mecA. MecR1 détecte la présence de -lactamines avec son domaine extracellulaire et active
son domaine cytoplasmique comme une protéase. Elle clive alors Mecl, le répresseur lié a la
région opérateur du gene mecA, permettant alors la libération et la transcription du gene
(74). Le reste de la cassette, nommé région J (pour Junkyard) contient des génes non
essentiels a la bactérie, notamment des genes de résistances a d’autres antibiotiques ou de

résistances aux métaux lourds, intégrés par des plasmides ou des transposons (75).

Il existe plusieurs types de SCCmec différentes par leur taille et leur séquence nucléique. 4
classes (A, B, C et D) sont différenciées en fonction des structures, 11 types en fonction du
géne mec et des recombinases puis de nombreux sous-types en fonction de la région J (76).
La cassette de type |, isolée dans les années 1960, est composée de 34364 paires de base et
ne porte pas de géne de résistance a d’autres antibiotiques. Les cassettes de type Il et I,
isolées dans les années 1980, sont les cassettes historiques des SARM hospitaliers.
Respectivement de 53017 et 66896 paires de bases, elles portent des génes de résistance a
de nombreux autres antibiotiques, tels que le plasmide pUB110 codant pour une résistance
aux aminosides, le transposon Tn554 codant pour une résistance a I'érythromycine et le
plasmide pT181 codant pour la résistance aux tétracyclines. Chez les SARM communautaires,
les cassettes sont de type IV, plus petites (21000 a 24000 paires de base) et peu associées a

des résistances autres que celle aux B-lactamines (73, 75).
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V.3. Epidémiologie

V.3.1. Les SARM en France

L’épidémiologie mondiale et la répartition des différents clones de SARM varient en fonction
des zones géographiques. En France, le clone majoritairement impliqué en pathologie
humaine est le clone "Lyon", suivi de 4 clones dits minoritaires, le clone "Pediatric" dit

classique, le clone "Pediatric" dit nouveau, le clone "Géraldine" et le clone Européen (77).

Le clone "Lyon" est un clone hospitalier, ayant émergé en France au début des années 1990.
Il a remplacé I'ancien clone Ibérique, porteur d’une cassette SCCmec de type I. En typage
MLST (Multilocus Sequence Typing), méthode basée sur le séquencage de 7 genes de
ménage de S. aureus, le clone "Lyon" a un génotype ST8 et il porte une cassette SCCmec de
type IV. Il est résistant a la méticilline et aux fluoroquinolones mais contrairement aux SARM

historiques, il est sensible a la gentamicine (78).

Le clone "Géraldine" est producteur de TSST-1, toxine du choc toxique et il est fréquemment
impliqué dans les chocs et les infections suppuratives mais également dans des infections
profondes comme les endocardites (79). Il est associé a des infections communautaires dans
moins de 50 % des cas. C'est un clone ST5 porteur d’une cassette SCCmec particuliere, dite
de type | tronquée en cours de séquencage. En plus de sa résistance a la méticilline, il
présente une résistance a l'acide fusidique. La résistance aux fluoroquinolones n’est pas

constante (80, 81).

Le clone "Pediatric" a été identifié la premiére fois au Portugal en 1992, puis en fonction de
différences sur la cassette SCCmec, il a été subdivisé en 2 groupes, le clone dit classique
porteur de SCCmec de type IV et le clone dit nouveau porteur de SCCmec de type VI. En plus
de sa résistance a la méticilline, il est résistant aux fluroquinolones mais toujours sensible

aux aminosides.

Le clone Européen ST80 est un SARM communautaire, porteurs des genes de la PVL.
Responsable d’infections sévéres de la peau et des tissus mous, de pneumonies fatales et
d’infections ostéo-articulaires, sa prévalence en France est en augmentation (estimée a
moins de 1 % entre 2000 et 2003 (82) et a 3,6 % en 2007 (77)). Il est majoritaire dans

d’autres pays, tels que I'Algérie (83). Il est porteur d’une cassette chromosomique de type IV
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et présente un phénotype de résistance particulier avec une résistance a I'acide fusidique, a

la kanamycine et aux tétracyclines.

V.3.2. SARM communautaire (CA-MRSA)

Avant 1990, les infections a SARM étaient habituellement hospitaliéres, touchant des
patients aux ages extrémes, immunodéprimés ou atteints de maladies chroniques, mais
depuis une vingtaine d’année, on voit émerger des souches qui ont la capacité d’infecter des
patients sains, sans facteurs de risque, en dehors de [|'hopital. Ces clones dits
communautaires combinent la résistance a la méticilline et des facteurs de virulence. Le
géne de résistance a la méticilline de ces clones présente la particularité d’étre plus petit
(type IV ou V) et mieux adapté a la survie de la bactérie (84). Parmi ces SARM
communautaires, le clone américain USA300 (ST8, SCCmec de type IV) s’est particulierement
bien répandu, envahissant tout le nord de I’Amérique (85). Les manifestations cliniques les
plus fréquentes sont des infections de la peau et des tissus mous mais également des
infections ostéo-articulaires, des pneumonies et des sepsis. La virulence de ces souches est
supérieure a celle des clones hospitaliers et semble étre liée a la présence de facteurs de
virulence spécifiques tel que la PVL mais également au niveau d’expression d’éléments du
génome tels que les PSMa et I'a-toxine, sous le controle d’un systéme de régulation agr tres

actif (86, 87).

VI. Antibiotiques anti-Staphylococcus

VI.1. B-lactamines

Les PB-lactamines et principalement les dérivés de méticilline (oxacilline) restent
I'antibiotique de choix pour le traitement des infections a S. aureus sensible. Par fixation aux
PLP (Protéines Liant les Pénicillines) présentes sur la paroi des bactéries, ces antibiotiques
entrainent un arrét de synthése du peptidoglycane et donc un effet bactéricide rapide. Chez
S. aureus, il existe 4 types de PLP dont PLP2 et PLP3 qui sont essentielles a la liaison des
chaines de peptidoglycane et a la division de la bactérie. PLP4 semble moins importante avec
un réle dans la liaison secondaire des chaines de peptidoglycane. Toutes les B-lactamines ne

lient pas les 4 types de PLP. L'oxacilline, pénicilline semi-synthétique du groupe M, est non
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sélective liant PLP1, PLP2 et PLP3 (88). L'imipénéme, appartenant a la famille des

carbapéneémes, lie préférentiellement la PLP1 (89, 90).

VI.2. Glycopeptides

La vancomycine est le traitement de référence de S. aureus résistant a la méticilline. Elle a un
effet bactéricide lent par inhibition de la synthese et de I'assemblage des polymeéres de
peptidoglycane de la paroi bactérienne. Son spectre d’action est spécifique des bactéries a
coloration de Gram positive. Introduit en thérapeutique en 1956, son utilisation s’est
retrouvée fortement augmentée avec I'émergence de staphylocoques résistants aux
B-lactamines. Sa trés faible biodisponibilité orale et son activité temps-dépendant oblige

I'injection parentérale en perfusion prolongée de ce traitement (91).

VIL.3. Linézolide

Le linézolide est une oxazolidinone utilisée en thérapeutique sur les staphylocoques
résistants a la méticilline. Son utilisation entraine une inhibition de synthése protéique par
action sur la sous-unité 50s du ribosome bactérien. Il présente une bonne diffusion tissulaire
lui permettant d’étre utilisé dans les infections de la peau mais également dans les
pneumonies et les infections profondes. Son effet inhibiteur de synthése protéique en fait

un traitement de choix dans les infections liées aux toxines (92).

VI.4. Rifampicine

La rifampicine est un antibiotique bactéricide par inhibition de 'ARN polymérase ADN
dépendante. Il bloque l'initialisation de la synthése d’ARN mais pas I’élongation. Son effet
synergistique avec la vancomycine et sa bonne diffusion dans les tissus et les organes en font
un traitement de choix des infections ostéo-articulaires. L'utilisation de cet antibiotique ne
doit jamais se faire en monothérapie sous peine d’observer une acquisition rapide de

résistance chez les germes traités (91).
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VL.5. Fluoroquinolones

Les quinolones sont un groupe hétérogene d’antibiotiques bactéricides. Initialement
dérivées de [l'acide nalidixique, les nouvelles quinolones, appelées fluoroquinolones,
présentent un spectre élargi. Ces antibiotiques agissent par inhibition de la réplication de
I’ADN bactérien en ciblant 'ADN gyrase et la topoisomérase IV. Leur trés bonne diffusion
dans les tissus et les organes, leur possibilité d’étre administrées par voie orale et leurs
faibles effets indésirables en ont fait un antibiotigue de choix dans de nombreuses
infections, en monothérapie ou en association. L'acquisition de résistance est

malheureusement rapide (91).

VL.6. Clindamycine

La clindamycine appartient a la famille des lincosamides, antibiotiques apparentés aux
macrolides. Elle a un effet bactériostatique par inhibition de la croissance bactérienne en
agissant sur la sous-unité 50s du ribosome bactérien. Elle a donc un effet inhibiteur de
syntheése protéique important au cours du traitement d’infections liées a des toxines. Des
résistances par altération de la cible sont décrites, liée a I'acquisition d’'un géne nommé erm

par la bactérie (91).

VI.7. Tigécycline

La tigécycline est une glycylcycline, dérivée de la minocycline. Elle agit par liaison sur la
sous-unité 30s du ribosome bactérien, inhibant ainsi la synthése protéique et la croissance
bactérienne. Son effet est bactériostatique mais sa bonne diffusion et la rareté de résistance

a cet antibiotique en font une bonne alternative thérapeutique (92).
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VII. Impact des antibiotiques sur l'expression des toxines

VIL.1. Impact sur la PVL

En plus de leur effet bactéricide ou bactériostatique, les antibiotiques peuvent avoir une

action directe sur la production de toxines par les souches de S. aureus.

Différentes études ont montré I'effet inhibiteur de la clindamycine, du linézolide, de la
tigécycline (93, 94) et de la rifampicine (95) sur la PVL. In vitro, ces trois antibiotiques
entrainent une diminution de la quantité de toxine présente dans les milieux de culture mais
également une diminution de la transcription du géne, illustrée par une diminution d’ARNm
ou une diminution de I'activité d’une enzyme co-transcrite. Au cours d’études sur modéle
animal (pneumonie nécrosante chez le lapin), une diminution de la mortalité parallele a une
diminution de la PVL dans le poumon a été retrouvée au cours de traitement par linézolide
par rapport au traitement par vancomycine (96). En clinique, la supériorité d’un traitement
avec un antibiotique dit anti-toxinique a été montrée par différentes études. Des cas de
guérison de pneumonies nécrosantes séveres supposées ou confirmées a S. aureus
sécréteurs de PVL, grace a l'instauration d’un traitement associant la clindamycine ou le
linézolide sont décrits. La rapidité d’instauration du traitement anti-toxinique semble étre un

élément clé de la guérison (97, 98).

En opposition a ces inhibiteurs de toxines, certaines [-lactamines entrainent une
augmentation de la sécrétion de PVL. L'augmentation de la production de PVL par I'oxacilline
et I'imipénéme a été montrée au cours d’étude in vitro (augmentation dans les surnageants
de culture) mais également sur modéle animal (augmentation dans le poumon de souris
infectées). Elle est parallele a une augmentation d’ARNm, en faveur d’une influence de
I'antibiotique sur les génes codant pour la toxine. Cette augmentation retrouvée
uniquement avec les B-lactamines agissant par I'intermédiaire de la PLP1 semble étre liée a
une action de ces antibiotiques sur les systemes de régulation SarA et Rot. En effet, une
augmentation de I’ARNm de SarA, inducteur de la transcription des génes codant pour la
PVL, et une diminution de ’ARNm de Rot, inhibiteur de la transcription des genes codant

pour la PVL, est retrouvée en présence de ces deux antibiotiques (90). In vitro, La
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combinaison de différents antibiotiques, notamment I'ajout de clindamycine, inhibe

I'augmentation causée par I'oxacilline (95).

Enfin, d’autres antibiotiques tels que la vancomycine, la daptomycine et I'ofloxacine n'ont

pas influencé I'expression et la sécrétion de la PVL (93, 95).

VIL.2. Impact sur les autres toxines

L'influence des antibiotiques sur I'expression des toxines n’est pas spécifique a la PVL. En
effet, d’autres toxines sont inhibées en présence d’antibiotiques dits anti-toxiniques : la
protéine A (93, 99, 100), les hémolysines (101, 102), la TSST-1 (103, 104) et les entérotoxines
(105). Ces antibiotiques, clindamycine, linézolide et tigécycline, agissent par diminution de la
transcription (diminution de I'ARNm au cours d’études in vitro) mais également par
inhibition de synthése protéique en lien avec leur mécanisme d’action sur le ribosome
bactérien (105). Agr est le régulateur central de la transcription des génes codant pour les
toxines mais des études montrent que l'influence des antibiotiques se fait probablement par

I'intermédiaire d’autres régulateurs tels que SarA (99).

Comme pour la PVL, les B-lactamines augmentent I'expression des hémolysines, de TSST-1 et
de la protéine A (100, 101, 102). L'augmentation de I'activité des hémolysines observée en
culture sur gélose au sang, est confirmée par analyse de la quantité d’hémolysines présente

dans les surnageants de culture in vitro et corrélée a une augmentation de I’/ARNm (106).

La vancomycine n’entraine pas de variation des genes codant pour les toxines, que ce soit les

hémolysines ou la TSST-1 (101).

VIL.3. Impact sur les PSM-alpha

Concernant les PSMa, seules deux études recherchant l'influence des antibiotiques sur ces
toxines ont été publiées et les résultats ne correspondent pas a ceux observés pour les
autres toxines. En effet la premiére étude de Joo HS et al., (107) montre une augmentation
des PSMs en présence de tétracycline, de clindamycine, de linézolide et une diminution en
présence d’oxacilline. Les variations de quantité de PSMs correspondent aux variations

d’ARNm des genes codant pour ces toxines. Les modifications se font préférentiellement sur
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PSMoal et PSMo2. La seconde étude, par Yamaki J et al., (108) analyse l'effet de la
clindamycine et d’un antibiotique de la famille du linézolide (TR-700). A l'inverse de la
premiere étude, une forte diminution de la quantité de PSMa dans les milieux de culture est
observée en présence de TR-700 et de clindamycine a 1/2 de la concentration minimale
inhibitrice (CMI). Sur certaines souches, les auteurs décrivent une légére induction par la

clindamycine a 1/4 et 1/8 de la CMI.

Au final, la discordance entre ces deux études ne permet pas de conclure quant a I'effet des
antibiotiques sur I'expression des PSMa.. L’hypothése d’un mécanisme agr dépendant est
évoquée mais les variations d’ARNIIl et d’AgrA parfois concordante avec les variations
d’ARNm ne semblent pas pouvoir expliquer a elles seules le mécanisme par lequel les

antibiotiques agiraient (108).
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Problématique

A la fois commensal et pathogéne, S. aureus est responsable d'un nombre important et varié
d'infections. La virulence de ce germe repose sur son aptitude a neutraliser le systéeme
immunitaire, notamment par l'intermédiaire de toxines sécrétées. Certaines toxines sont
responsables de pathologies définies (syndrome d'exfoliation, choc toxique, toxi-infection
alimentaire) mais la plupart interviennent dans un mécanisme global de virulence
responsable de pathologies plus ou moins sévéres (infections de la peau et des tissus mous,
infections ostéo-articulaires). Parmi les toxines, les PSMs sont des peptides sécrétés par
I'ensemble des S. aureus. En fonction de leur niveau d'expression, elles ont une activité
pro-inflammatoire par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques (FPR2) ou une activité
cytolytique non spécifique. Cette activité pouvant s'exprimer en intracellulaire, les PSMs
pourraient donc étre impliquées dans les infections ostéo-articulaires. La présence de PSMs
a un niveau élevé chez les S. aureus résistants a la méticilline (SARM) d'origine

communautaire pourrait étre une explication a la forte virulence de ces souches.

Certains antibiotiques utilisés au cours des infections staphylococciques ont montré leur
capacité a moduler I'expression de facteurs de virulence, tel que la PVL et la toxine du choc
toxique. Les antibiotiques diminuant |'expression de ces toxines sont dits anti-toxiniques et
leur utilisation au cours d'infections séveres a S. aureus apporte un bénéfice au pronostic du
patient. A l'inverse d'autres antibiotiques augmentent I'expression des toxines. A ce jour,
seules deux études concernant la modulation de I'expression des PSMa par les antibiotiques
ont été publiées et les résultats obtenus par les deux équipes sont discordants. De plus, les
souches utilisées pour ces études étaient des souches de SARM appartenant aux clones

diffusant aux Etats-Unis qui ne correspondent pas aux clones épidémiques en France.

Dans ce contexte ou la place des PSMa dans la virulence de S. aureus devient indiscutable,
ou l'utilisation d'antibiotiques dits anti-toxiniques est courante, et ou les données de la
littérature sont manquantes, nous nous sommes demandés quel est I'impact d'antibiotiques
a concentrations sub-inhibitrices sur I'expression des PSMa. chez des SARM appartenant aux

clones diffusants en France.
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Partie Expérimentale

L Matériels et méthodes

I.1. Souches bactériennes

Quatre souches de SARM ont été utilisées pour notre étude, deux appartenant au clone
"Géraldine" et deux appartenant au clone "Lyon". Ces souches nous ont été fournies par le
Centre National de Référence des staphylocoques (Lyon, France) et sont identifiées sous les
numéros : HT20030749, HT20050614 pour les souches du clone "Géraldine" et HT20040012,

HT20061175 pour les souches du clone "Lyon".

Afin de réaliser la mise au point de la méthode de dosage des PSMa, nous avons utilisé deux
souches mises a notre disposition par BA Diep (San Francisco, Etats-Unis), la souche SF8300

appartenant au clone USA300 et son mutant délété en PSMa. : SF8300 Apsm-alpha 1-4.

Numéro de Souche Clone Description

HT20030749 Géraldine CC5, SCCmec | tronquée, agr 2

HT20050614 Géraldine a-psm+, tst+, sec+, sed+

HT20040012 Lyon CC8,SCCmec IV, agr 1

HT20061175 Lyon o-psm+, sea+, sed+

SF8300 USA300 CC8, SCCmec IV, agr 1,
o-psm+, pvi+, seb+, sek+, seq+

SF8300 Apsm-alpha 1-4 USA300 CC8, SCCmec IV, agr 1,

a-psm-, pvl+, seb+, sek+, seq+

CC, Clonal Complex; SCCmec, type de cassette SCCmec; agr, groupe allélique d'agr;
a-psm, gene des Phenol-Soluble Modulines alpha; tst, gene de la toxine du choc toxique; sea, sec, sed,
génes des entérotoxines A, C et D.

Tableau 1 : Description des souches utilisées pour I'étude
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1.2. Antibiotiques et détermination des Concentrations Minimales

Inhibitrices (CMI)

Les antibiotiques étudiés étaient la clindamycine, la tigécyline et le linézolide fournis par
Pfizer® (Amboise, France), la vancomycine, la rifampicine, I'ofloxacine et deux B-lactamines,

I'oxacilline et I'imipéneme, achetés chez Sigma Aldrich® (L'lsle-d'Abeau, France).

Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des 4 souches ont été déterminées par la
méthode standardisée de dilution en microplaque, selon les recommandations du Comité de
I'Antibiogramme de la société Francaise de Microbiologie (CA-SFM). Un inoculum a
0,5 MacFarland dilué au 1/100°™ dans du bouillon cceur cervelle (BHI-T), commercialisé par
bioMerieux®, a été incubé 24 heures a 37°C en présence de dilutions successives de
I'antibiotique a tester. Cette technique a été réalisée en double sur chaque souche et pour

chaque antibiotique.

I.3. Culture bactérienne

Chaque souche a été cultivée sans antibiotique et en présence d'antibiotique a 1/2, 1/4 et

1/8 de la CMI préalablement déterminée.

Les souches ont été repiquées la veille sur gélose TSS (gélose trypcase-soja avec 5 % de sang
de mouton), commercialisée par bioMerieux®, et apres 24 heures de culture, une suspension
a 0,5 MacFarland dans du BHI-T a été réalisée. Afin d'atteindre une phase exponentielle de
croissance bactérienne, cette suspension a été incubée pendant 30 a 40 minutes a 37°C sous
agitation, jusqu'a atteindre une concentration bactérienne de 1 MacFarland. A ce
moment-la, l'antibiotique a été rajouté en quantité nécessaire en fonction de la
concentration souhaitée (1/2, 1/4 ou 1/8 de la CMI) et un tube témoin sans antibiotique a
été également réalisé. Les quatre tubes représentant quatre conditions de culture ont été
incubés 6 heures a 37°C sous agitation. Pour chaque souche et chaque antibiotique, ces

cultures ont été réalisées en double.

Aux temps 0, 2 heures, 4 heures et 6 heures, une DO (densité optique) du milieu a été
mesurée par absorbance avec le spectrophotometre V-1200 de VWR®. Aux temps 2 heures,

4 heures et 6 heures, un dénombrement bactérien a été mesuré en ensemencant un
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échantillon du bouillon de culture sur gélose TSS. Les dénombrements ont été réalisés avec
I'aide du dilueur-ensemenceur easySpiral Dilute de Interscience®. Le nombre de colonies par
boite a été compté apres 24 heures d'incubation a 37°C. Les dénombrements et la mesure
de la DO ont permis de réaliser des courbes de croissance bactérienne afin de confirmer

I'effet sub-inhibiteur des antibiotiques utilisés.

Aprés 6 heures de culture, chaque échantillon a été centrifugé a 4500 tours par minute
pendant 10 minutes et le surnageant a été collecté. Le culot bactérien a été nettoyé par
lavages successifs dans du tampon TrisHCI a 10 mM, préparé extemporanément a partir de
la solution Trizma® hydrochloride de Sigma®, et les culots ont été conservés apres

homogénéisation a 3 MacFarland.

Une autre culture bactérienne dans les mémes conditions, mais sur 24 heures au lieu de 6
heures, a été réalisée pour chacun des antibiotiques sur les 4 souches de I'étude, nous

permettant ainsi de récupérer des surnageants de culture apres 24 heures d'incubation.

I.4. Quantification de 'ARNm PSMa1/2 et PSMa3

A partir des culots bactériens obtenus et sélectionnés, nous avons lysé les bactéries par la
lysostaphine a 200 ug/mL (Sigma®) et réalisé une extraction de I'ARN transcrit en utilisant le
kit d'extraction RNeasy® Plus Minikit de Quiagen®. Les extraits d'ARN obtenus ont été dosés
au spectrophotometre micro-volume NanoDrop (Thermo Scientific®) afin de vérifier la
qualité de I'extraction, de connaitre leur concentration en ARN et pour ajuster les différents

échantillons d'ARN a la concentration de 100 ng/mL.

L'obtention de I'ADN complémentaire a été faite par retrotranscription avec le kit Reverse
Transcription System commercialisé par Promega® et selon le protocole établi par le
fabricant. A partir de I'ADN complémentaire, I'expression de différents génes a été étudiée.
Pour cela des PCR en temps réel ont été réalisées avec le kit Light Cycler fast Start DNA
Master SYBR Green |® commercialisé par Roche® sur le Light Cycler 2.0 de Roche®, selon le
protocole établi au laboratoire, a savoir une phase de dénaturation a 95°C pendant 10
minutes suivie de 40 cycles de PCR de 30 secondes chacun (10 secondes a 95°C pour la
dénaturation, 10 secondes a 55°C pour I'hybridation des amorces et 10 secondes a 72°C pour

I'élongation) puis une phase de fusion allant de 60°C a 90°C et enfin le refroidissement a
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40°C pendant 30 secondes. La présence de témoin nous a permis d'obtenir des

guantifications relatives des différents génes étudiés.

Les génes étudiés étaient psmal/2 et psma3. Le géne gyrB a été utilisé comme géne de
référence, permettant de standardiser les résultats. Les amorces spécifiques utilisées

provenaient de la littérature ou ont été dessinées par notre équipe et ont été fournies par

Eurofins®.
Séquence Référence

PSMa1/2 Forward TATCAAAAGCTTAATCGA Li M et al, 2010 (59)
Reverse CCCCTTCAAATAAGATGT

PSMa3 Forward ATGGAATTCGTAGCAAAATTATTC Cette étude
Reverse TAGTTGTTACCTAAAAATTTACC

GyrB Forward GGTGGCGACTTTGATCTAGC Labandeira-Rey M et al,
Reverse TTATACAACGGTGGCTGTGC 2007 (16)

Tableau 2 : Séquences et références des amorces utilisées au cours de I'étude

L'efficacité des amorces a été déterminée, a l'aide du logiciel REST2009® de Quiagen®, a
partir d'un extrait d'ADN d'une souche de S. aureus de notre étude et de dilutions
successives de cet extrait. L'extraction d'ADN a été faite par achromopeptidase a 56°C sur
une souche de culture pure de S. aureus et |'extrait a été dilué en cascade afin d'obtenir au
moins 3 points. Les efficacités calculées ont été prises en compte pour les quantifications
relatives et les dilutions nous ont permis de connaitre le domaine de linéarité des PCR. Le
niveau d'expression des genes investigués était exprimé en Ct (Cycle threshold), cycle seuil
au cours duquel la fluorescence de l'agent intercalant intégré au produit de PCR devient
détectable, et les variations relatives de ces génes ont été calculées par le logiciel

-AACt

REST2009°, utilisant la méthode de calcul du 2 affinée a I'efficacité de chaque couple

d'amorces, et en prenant pour gene de référence, le géne de ménage gyrB.

ACP..,.: (MEAN control- MEAN sample)

( Etar(;a‘t )

ACP.of (MEAN control- MEAN sample)

( Eref )

ratio =

[Pfaffl MW et al. 2002 (109)]

Figure 6 : Equation mathématique utilisée par le modeéle REST® (Relative Expression Software Tool)
Calcul du ratio correspondant a la variation relative d'un gene cible par un modele mathématique faisant
intervenir E (I'efficacité de chacun des couples d'amorces), ACP target (la différence de Ct du géne cible entre le
cas controle et le cas testé) et ACP ref (la différence de Ct du gene de référence entre le cas contréle et le cas
testé. L'expression de ce géne de référence est non influencée par les conditions testées).
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I.5. Dosage des PSMa

Le dosage des PSMa. a été réalisé en chromatographie en phase liquide a haute performance
(HPLC) couplée a un spectrométre de masse (MS) Agilent®, série 1100. Une colonne en silice
C12 de longueur 50 mm, Uptisphere Strategy 100A 2,2 pm, commercialisée par Interchim®, a
été utilisée pour ces dosages. Le protocole utilisait un gradient d'élution de 42% a 90%
d'acétonitrile sur 13 minutes, avec deux phases mobiles nommeées arbitrairement phase A et
phase B, contenant chacune de I'eau déionisée, de |'acétonitrile et 0,1 % d'acide formique.
L'acide formique permettait de favoriser la formation de groupement peptide(M)+H",
détectable par le spectrométre de masse et sa forte ionisation lui permettait d'étre
facilement volatilisable. L'utilisation d'un gradient d'acétonitrile répondait a Ia
problématique liée au caractere fortement amphiphile des PSMa.. Le systeme d'ionisation
était un électrospray ou électronébuliseur en mode positif, qui disperse les liquides en les
chargeant positivement. Ceci a permis la reconnaissance des molécules recherchées en
fonction de leur m/z (masse / charge). Les différents parameétres de la masse ont été réglés
afin d'obtenir une technique optimale permettant de doser PSMa1/2 et PSMa.3 au cours de
la méme injection. Le volume injecté était de 10 puL par échantillon, le débit dans la colonne

était de 0,220 mL/min et la température du four était fixée a 45°C.

fe, il EE

Figure 7 : Schéma du montage de I'HPLC pour la quantification des PSMa
L'injecteur injecte 10,0 uL d'échantillon. La phase mobile est composée d'un pourcentage variable dans le
temps de solution Al et B1, injectée dans la colonne selon un débit de 0,220 mL/min. Dans ces conditions, la
pression de la colonne est stable a 83 bars environ. La température du four ou se situe la colonne est fixée a
45°C. Le 4°™ élément, MSD, représente le spectrométre de masse et les 3 derniers les logiciels d'interprétation.
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La validation de la méthode a été réalisée par dosage d'échantillons contenant de la poudre
de PSMa1/2 et PSMa3, synthétisée par GeneCust® a partir de la séquence des peptides et
formylé en N-terminal. Les échantillons ont été reconstitués dans du BHI-T afin de se
rapprocher des échantillons réels et de diminuer la force ionique du peptide par la présence
de chlorure de sodium (5 g pour 9 mL). Par ailleurs, des surnageants de culture bactérienne
ont été analysés. Ces surnageants de culture bactérienne ont été obtenus aprés 6 heures,
24 heures et 48 heures de culture de la souche SF8300 et de son mutant délété en PSMa
SF8300 Apsm-alpha 1-4, dans les mémes conditions que décrite précédemment mais sans
antibiotique. Ces étapes nous ont permis de connaitre les temps de rétention et les masses a
rechercher, ainsi que de déterminer le meilleur temps de culture pour permettre |'analyse
des PSMa. A partir des échantillons de poudre reconstituée, nous avons réalisé une gamme

d'étalonnage afin de pouvoir quantifier les PSMao de nos échantillons.

Chaque échantillon devait subir un traitement spécifique de précipitation a froid dans du
méthanol afin de minimiser les risques de contamination et de ne pas boucher la colonne.
Cette préparation consistait en une dilution de I'échantillon au 1/5°™ dans du méthanol,
puis a laisser les déchets éventuels précipiter dans la glace (10 minutes) et a récupérer le
surnageant apres centrifugation. L'analyse des échantillons de I'étude s'est faite a partir des
surnageants obtenus lors des cultures bactériennes décrites précédemment. La quantité de
PSMa présente dans le milieu était proportionnelle a l'aire sous la courbe des pics

spécifiques retrouvés sur le chromatogramme.
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II.  Résultats
I1.1. CMI
Imipénéme | Oxacilline | Tigécycline | Clindamycine | Linézolide | Vancomycine | Rifampicine | Ofloxacine
Géraldine HT20030749 | 0,03 0,25 0,25 0,016 0,125 1 0,001 0,195
Géraldine HT20050614 | 0,03 0,25 0,25 0,016 0,25 1 0,002 0,39
Lyon HT20040012 0,0625 1 1 >125 0,125 1 0,002 12,5
Lyon HT20061175 0,25 2 0,5 >125 0,25 1 0,0005 >12,5
Concentrations Pas de 2 0,5 0,25-0,5 4 2 0,06-0,5 1
critiques seuils
(EUCAST 2014 (110))

Tableau 3 : CMI (ug/mL) et concentrations critiques selon I'EUCAST 2014 (110)

Les CMI (Concentrations Minimales Inhibitrices) des 8 antibiotiques testés pour les 4 souches

de I'étude sont récapitulées dans le tableau ci-dessus. Au vu de la résistance des souches du

clone "Lyon" a la clindamycine et a I'ofloxacine, ces antibiotiques n'ont pas été testés sur ces

souches dans notre étude. Pour la tigécycline, le linézolide, la vancomycine et la rifampicine,

les souches étaient de phénotype sensible avec des CMI faibles, comme pour la clindamycine

et I'ofloxacine sur les souches du clone "Géraldine". Les CMI a I'oxacilline et surtout les CMI a

I'imipéneme sont paradoxalement faibles sur ces souches de SARM qui en théorie sont

résistantes a I'ensemble des B-lactamines. En pratique, ce résultat est fréquent et illustre la

difficulté de détecter un SARM par méthode phénotypique. Ces antibiotiques ne sont par

ailleurs pas recommandés pour identifier la résistance.
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I1.2. Efficacités des amorces

Dilutions Ct (PSMa.1/2) Ct (PSMa3) Ct (GyrB)

1 24,45 26,17 21,88

0,5 25,11 28,06 23,06
0,25 26,12 28,67
0,125 26,94 29,56

0,1 25,45
0,0625 27,86 25,71

Efficacité 1,228 0,902 0,915

Tableau 4 : Efficacités des amorces calculées par le logiciel REST2009®

Les 3 couples d'amorces utilisés pour notre étude, a savoir le couple GyrB, amplifiant le géne
de ménage et les 2 couples PSMa amplifiant les génes psmal/2 et psma3, ont montré avoir
une excellente efficacité, proche de 1. Cette étape, validant |'utilisation de nos amorces,
nous a également permis de montrer une perte de linéarité pour des quantités trop faibles
d'ADN, c'est-a-dire au-dela de 29 Ct. La derniére dilution au 1/16“sme de I'ADN pour le calcul

de l'efficacité du couple d'amorce PSMa.3 a été exclue.

I1.3. Mise au point de la méthode de dosage des PSMa

Le passage de poudre de PSMal/2 et PSMa3 reconstituées nous ont permis de définir les

caractéristiques de ces peptides en HPLC.

Séquence Modification M (Da) Masses détectées (M+H"/z)
Mono-chargé Bi-chargé Tri-chargé  Quadri-
chargé
PSMal MGIIAGIIKVIKSLIE ~ Formyl en 2287 2288 11444 763,6 _
QFTGK N-terminal (hors spectre)  (40%) (100%)
PSMa3 MEFVAKLFKFFKDL  Formyl en 2634 2635 1318 879,3 659,6
LGKFLGNN N-terminal (hors spectre)  (80% ) (100%) (70%)

M; Masse Moléculaire, z; charge du peptide, (40%); quantification relative de chaque pics par rapport au plus
important qui est a 100%

Tableau 5 : Caractéristiques des PSMa. en HPLC-MS, structure et masses détectables
Notre méthode nous a permis de retrouver préférentiellement les peptides triplement
chargés, soit les masses 763,7 et 879,2, respectivement pour PSMa1/2 et PSMa.3. Les temps
de rétention spécifiques étaient d'environ 15 minutes pour PSMal/2 et 14,5 minutes pour

PSMa3.
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Figure 8 : Chromatogramme type obtenu par HPLC-MS sur un surnageant aprés 24 heures de culture de la
souche SF8300 (clone USA300)

Les études sur les souches de référence nous ont permis de prouver que ces pics
caractéristiques correspondaient bien aux PSMa. puisque ceux-ci ont disparu lors du passage
de I'échantillon obtenu par culture de la souche SF8300 Apsm-alpha 1-4. Les passages
d'échantillons apres différents temps de culture ont montré une quantité de PSMa bien plus
élevée dans le surnageant aprés 24 heures de culture qu'aprés 6 heures ou 48 heures de
culture. En effet apres 24 heures de culture de la souche SF8300, la quantification de PSMal
était 22 fois supérieure a la quantité aprés 6 heures de culture et 12 fois supérieure a la
guantité aprés 48 heures de culture. La quantification de PSMa3 était 5 fois plus élevée
apres 24 heures de culture qu'aprés 6 heures ou 48 heures de culture. Ainsi, nous avons
choisi d'analyser nos échantillons aprés 6 heures et 24 heures de culture bactérienne. De
plus, ces dosages répétés plusieurs fois nous ont permis de déterminer le coefficient de
variation de la technique, estimé a 9 % pour les dosages de PSMa.1/2 et a 13 % pour celui de

PSMa3.

Les gammes d'étalonnages nous ont permis de définir des zones de dosages allant de
6 ng/mL a 10 pg/mL pour PSMa1/2 et de 60 ng/mL a 10 pug/mL pour PSMa.3. Le passage de
ces points de gamme nous a permis également de définir le dosage maximum réalisable qui
correspond a une concentration de 150 pg/mL pour PSMa1/2 et de 200 pg/mL pour PSMa3.

Au-dela, le signal est supérieur a 200 000 000, créant une saturation du systeme de
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détection. Le taux minimum détectable a également été recherché et il est de 6 ng/mL, nous
permettant de doser les PSMs dans les échantillons dés 35 ng/mL (ceci en tenant compte de

la dilution au 1/5°™ de I’échantillon dans le méthanol).

La gamme d’étalonnage nous a permis d’évaluer la quantité de PSMs sécrétés par les

différentes souches de I’étude :
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Figure 9 : Quantification des PSMa. dans les milieux de culture en fonction des souches

La quantité de PSMa, présente dans le milieu de culture varie au cours du temps avec un
maximum apres 24 heures de culture pour la majorité des souches. En cas de culture
prolongée, 48 heures, la concentration de PSMa. présente dans le milieu de culture diminue.
Le niveau de sécrétion des PSMa semble varier d’une souche a I'autre, méme au sein d’un
méme clone. Par exemple, la souche HT20050614 du clone "Géraldine" sécrete 10 fois plus
de PSMal/2 que la souche HT20030749 du méme clone. La concentration dans le
surnageant aprés 24 heures de culture de la souche USA300 était d’environ 7 pg/mL, soit
30% inférieure a celle obtenue avec la souche "Géraldine" HT20050614. Pour certaines
souches, notamment la souche du clone Lyon HT20040012, la quantité de PSMs présente
dans le milieu de culture était trop faible pour étre détectable par notre méthode, soit

inférieure a 35 ng/mL.
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11.4. Effet des antibiotiques sur la croissance bactérienne

Les mesures de DO (densité optique) et les dénombrements bactériens aux temps O,
2 heures, 4 heures et 6 heures nous ont permis d'interpréter I'effet des concentrations
sub-inhibitrices d'antibiotiques sur la croissance bactérienne. L'effet attendu était un effet
nul de I'antibiotique qui a ce niveau de concentration ne doit pas influencer la croissance

bactérienne. Cette condition était nécessaire a l'interprétation des résultats de modulation

des facteurs de virulence.

Nous avons observé une croissance exponentielle de la bactérie au cours des premieres
heures, suivie d'un amorcage plus ou moins marqué en fonction des souches et des

antibiotiques d'une phase en plateau qui correspond a la fin de la phase de croissance

exponentielle :
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Figure 10 : Croissance bactérienne en fonction du temps sans antibiotique (témoin) ou en présence
d'antibiotique 4 1/2, 1/4 et 1/8 de la CMI, exemple A) de la souche Lyon HT20040012 en présence
d'imipénéme et B) de la souche Géraldine HT20050614 en présence de linézolide

Les résultats pour chaque antibiotique, chaque souche et a chaque concentration sont
représentés sur les figures en annexe. Pour la majorité des antibiotiques, la croissance
bactérienne observée correspondait a celle attendue. Seuls deux antibiotiques ont montré

avoir un effet inhibiteur sur la croissance bactérienne.
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Figure 11 : Croissance bactérienne en fonction du temps sans antibiotique (témoin) ou en présence
d'oxacilline 3 1/2, 1/4 et 1/8 de la CMI, exemple des souches Lyon A) HT20040012 et B) HT20061175

L'oxacilline a 1/2 de la CMI a diminué la croissance bactérienne sur les 2 souches du clone

"Lyon" avec un effet bactéricide important sur la souche HT20061175.
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Figure 12 : Croissance bactérienne en fonction du temps sans antibiotique (témoin) ou en présence de
tigécycline a 1/2, 1/4 et 1/8 de la CMI, exemple A) de la souche Géraldine HT20030749, B) de la souche
Géraldine HT20050614, C) de la souche Lyon HT20040012, et D) de la souche Lyon HT20061175

La tigécycline a également causé un effet négatif sur la croissance bactérienne, qui avait lieu
majoritairement au début de la phase exponentielle de croissance de la bactérie avec des
dénombrements a 2 heures inférieurs a ceux observés chez les témoins sans antibiotique.
Aprés 6 heures de culture bactérienne, la croissance bactérienne reprenait, méme en
présence de forte dose de tigécycline, et tendait a se rapprocher des valeurs du témoin sans
antibiotique. En moyenne, I'échantillon avec la tigécycline a 1/2 de la CMI est resté 1 log

d'UFC/mL en dessous du témoin sans antibiotique. Ces résultats sont a prendre en compte
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pour notre interprétation, nous incitant a nuancer chaque conclusion qui tendrait a voir une

inhibition des toxines par ces antibiotiques.

IL.5. Effet des antibiotiques sur l'expression des génes psmal/2 et

psma3

L'effet des antibiotiques sur I'expression des genes des PSMa. a été testé sur les 4 souches de
I'étude. Les quantifications des ARNm de PSMal/2/GyrB et PSMa.3/GyrB étaient relatives

par rapport a un témoin sans antibiotique. Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous :
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Figure 13 : Souche Géraldine HT20030749 - Quantification relative des variations d'ARNm PSMa1/2 et
PSMa.3 en présence d'antibiotiques a différentes concentrations (1/2, 1/4 et 1/8 de la CMI) par rapport a un
témoin sans antibiotique.
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Figure 14 : Souche Géraldine HT20050614 - Quantification relative des variations d'’ARNm PSMa1/2 et
témoin sans antibiotique.
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Figure 15 : Souche Lyon HT20040012 - Quantification relative des variations d'ARNm PSMa.1/2 et PSMa.3 en

d'antibiotiques a différentes concentrations (1/2, 1/4 et 1/8 de la CMI) par rapport a un témoin

sans antibiotique.
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Figure 16 : Souche Lyon HT20061175 - Quantification relative des variations d'ARNm PSMa1/2 et PSMa.3 en
présence d'antibiotiques a différentes concentrations (1/2, 1/4 et 1/8 de la CMI) par rapport a un témoin
sans antibiotique.

Aprées 6 heures de culture bactérienne en présence de tigécycline, nous avons observé une
augmentation trés importante de I'ARNm de PSMal1/2. Cette augmentation d'environ 50
fois le témoin pour les souches du clone "Géraldine" et 20 fois le témoin pour les souches du
clone "Lyon", a atteint un maximum avec la souche "Géraldine" HT20030749 en présence de
tigécycline a 1/8 de la CMI, pour laquelle I'augmentation a été de 150 fois par rapport au
témoin sans antibiotique. Le méme phénomene d'augmentation en présence de tigécycline

a été observé pour I'ARNm PSMa3 avec un maximum a 60 fois le témoin sans antibiotique
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pour une souche du clone "Géraldine". Il a été observé une absence de variation de I'ARNm
en présence de la tigécycline a 1/2 de la CMI pour la souche "Géraldine" HT20030749. Ce
résultat est probablement a relier au défaut de croissance de la bactérie a ce taux
d'antibiotique, comme nous |'avions observé au cours de I'analyse des courbes de croissance
bactérienne. De la méme maniére, la souche "Lyon" HT20061175 a présenté une croissance
fortement inhibée par la présence de tigécycline et sur cette souche les augmentations

d'ARNm étaient moins importantes, allant de 2 a 4 fois le témoin.

La clindamycine a également entrainé une augmentation de I'ARNm avec un maximum de 23
fois le témoin pour PSMa1/2 en présence de l'antibiotique a 1/4 de la CMI. L'augmentation
de I'ARNm PSMoa3 était de 2 a 4 fois supérieure au témoin sans antibiotique. Les souches du
clone "Lyon" étant résistantes a la clindamycine, cet antibiotique n'a pas été testé sur

celles-ci.

Le linézolide n'a pas entrainé de variation de I'ARNm des PSMa. Cependant sur la souche
HT20050614 du clone "Géraldine", il a été observé une augmentation de PSMa1/2 et de

PSMa3 de 2 a 3 fois le témoin sans antibiotique.

En présence de -lactamines, oxacilline et imipénéme, il n'a pas été observé de variation de
I'ARNmM des PSMa.. Seule la concentration 1/2 de la CMI sur les souches du clone "Géraldine"
a causé une diminution de I'ARNm de PSMal/2 et dans une moindre mesure de PSMa.3.
Cette diminution peut étre en lien avec l'inhibition de croissance bactérienne observée en
présence de cet antibiotique. Concernant I'imipénéme, une augmentation de 3 a 4 fois par
rapport au témoin sans antibiotique a été observée sur la souche "Lyon" HT20061175 mais

uniguement sur cette souche-la.

Les 3 autres antibiotiques testés, a savoir la vancomycine, I'ofloxacine et la rifampicine n'ont

pas montré avoir d'impact sur I'ARNm des PSMa.

I1.6. Effet des antibiotiques sur la production des PSMa

L'effet des antibiotiques sur la production des PSMa. a été testé sur les 4 souches de |'étude

apres 6 heures et 24 heures de culture. Les dosages protéiques de PSMa1/2 et PSMa3 sur
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les surnageants de culture en présence d’antibiotique ont été comparés aux dosages sur les

surnageants de culture sans antibiotique. Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous :
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Figure 17 : Quantification relative (en %, témoin = 100) de la quantité de PSMa.1/2 aprés 6 heures de culture
avec différents antibiotiques a 1/4 de la CMI par rapport au témoin sans antibiotique
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Figure 18 : Quantification relative (en %, témoin = 100) de la quantité de PSMa.3 apres 6 heures de culture
avec différents antibiotiques a 1/4 de la CMI par rapport au témoin sans antibiotique

L'augmentation observée sur I'ARNm aprés 6 heures de culture en présence de tigécycline et
de clindamycine a été retrouvée sur les dosages protéiques de PSMa. Notamment, la
présence de tigécycline dans le milieu de culture a entrainé une augmentation massive de la

quantité de PSMa dans les surnageants, avec un maximum de 600 % par rapport au témoin
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sans antibiotique pour PSMal/2 et de 440 % pour PSMa3. Pour la clindamycine,
I’augmentation était surtout visible sur PSMa1/2 (augmentation de 245 % par rapport au
témoin sans antibiotique). Pour la linézolide, contrairement a I’ARNm qui montrait peu de
variations avec cet antibiotique, les dosages protéiques aprés 6 heures de culture

montraient une augmentation allant jusqu’a 170 % du témoin sans antibiotique.

Apres 6 heures de culture bactérienne, 'effet des [B-lactamines n’était pas homogene.
L'oxacilline a entrainé une diminution importante de la quantité de PSMa1/2 sur une des
souches de I'étude (43 % par rapport au témoin sans antibiotique) et pas d’effet sur les

autres, alors que I'imipénéme a augmenté la quantité de PSMal1/2 de 145 % a 207 % par

rapport au témoin sans antibiotique.

La vancomycine, la rifampicine et I'ofloxacine n’ont pas montré avoir d’impact sur la
guantité de PSMa présente dans les surnageants de culture. Un cas isolé d’augmentation de

PSMa1/2 en présence de vancomycine a été retrouvé mais non retenu comme significatif.

Les résultats des variations relatives de PSMa1/2 et PSMa.3 dans les surnageants apres 24

heures de culture en présence d’antibiotique sont présenté ci-dessous :
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Figure 19 : Quantification relative (en %, témoin = 100) de la quantité de PSMao.1/2 aprés 24 heures de
culture avec différents antibiotiques a 1/4 de la CMI par rapport au témoin sans antibiotique
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Figure 20 : Quantification relative (en %, témoin = 100) de la quantité de PSMa.3 aprés 24 heures de culture
avec différents antibiotiques a 1/4 de la CMI par rapport au témoin sans antibiotique

Aprés 24 heures de culture bactérienne, I'augmentation de sécrétion des PSMa par la
souche du clone "Géraldine" n'a pas été retrouvée, ni en présence de tigécycline, ni en
présence de linézolide. L'augmentation par la clindamycine a été moindre, passant d’'une
augmentation de 245 % apres 6 heures de culture a une augmentation de 200 % par rapport
au témoin sans antibiotique apres 24 heures. Seule la souche du clone "Lyon" a montré
encore des augmentations importantes des dosages protéiques aprés 24 heures de culture

bactérienne.

Contrairement aux résultats obtenus apres 6 heures de culture bactérienne, les B-lactamines
semblent entrainer une réponse homogéne apres 24 heures. En effet la présence d’oxacilline
et d'imipénéme a augmenté respectivement de 131 % et 137 % la quantité de PSMa1/2 par

rapport au témoin sans antibiotique.

La vancomycine, la rifampicine et I'ofloxacine n’ont pas montré avoir d’impact sur la

guantité de PSMa. présente dans les surnageants de culture.
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Discussion

Staphylococcus aureus est un pathogene complexe. A la fois commensale et pathogene, il est
responsable d'un nombre important et varié d'infections. La production de facteurs de
virulence (protéines de membrane, capside, toxines, ..) est un élément majeur de la
pathogénicité de ce germe. Les PSMs sont de petits peptides récemment découvert (38),
présents chez I'ensemble des staphylocoques et qui semblent impliqués dans la virulence de
S. aureus. En effet, de nombreuses études ont montré la capacité pro-inflammatoire et
cytolytique de ces toxines (38, 40, 56). De plus, la variation de leur niveau d'expression,
notamment élevé chez les S. aureus résistants a la méticilline (SARM) d'origine

communautaire, pourrait en partie expliquer la forte virulence de ces souches (40).

L'étude de la modulation de I'expression des facteurs de virulence, notamment la PVL mais
également les hémolysines et TSST-1, par les antibiotiques a permis de conclure a des classes
d'antibiotiques dits anti-toxiniques. En effet, la clindamycine, le linézolide, la tigécycline et la
rifampicine ont montré diminuer I'expression de plusieurs toxines (93, 101, 104, 105). En
pratique, ceci se traduit par des recommandations d'utilisation de ces antibiotiques (seul ou
en association) pour le traitement des infections séveres a S. aqureus et surtout en cas de
suspicion de pathologie liée aux toxines (choc toxique, pneumonie nécrosante) (97, 98). A
l'inverse, d'autres antibiotiques tels que les P-lactamines augmentent |'expression des

toxines (95,101).

Concernant l'influence des antibiotiques sur I'expression des PSMa,, seules deux études ont
été publiées, dans lesquelles les résultats ne correspondent pas a ceux observés pour les
autres toxines et sont discordants. En effet I'étude de Joo HS et al., (107) montre une
augmentation des PSMs en présence de tétracycline, de clindamycine, de linézolide et une
diminution en présence d’oxacilline. L'étude de Yamaki J et al., (108) montre une forte
diminution de la quantité de PSMa. en présence de TR-700 (antibiotique de la famille du
linézolide) et de clindamycine a 1/2 de la concentration minimale inhibitrice (CMI). Sur
certaines souches, I'auteur décrit une légere induction par la clindamycine a 1/4 et 1/8 de la
CMI. De plus, ces rares études ont été faites sur des souches de S. aureus USA300, clone

communautaire aux Etats-Unis mais occasionnellement rencontré en France (85).
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Dans ce contexte ou la place des PSMa. dans la virulence de S. aureus devient indiscutable,
ou l'utilisation d'antibiotiques dits anti-toxiniques est courante, et ol les données de la
littérature sont manquantes, nous nous sommes demandés quel serait |'impact
d'antibiotiques a concentrations sub-inhibitrices sur I'expression des PSMa. chez des SARM
appartenant aux clones diffusants en France. Nous avons sélectionné 4 souches de SARM
issus de deux fonds génétiques différents et nous avons recherché la modulation de
I'expression des PSMa, par huit antibiotiques. Pour cela, nous avons étudié deux temps
essentiels a la compréhension des mécanismes bactériens. Tout d'abord, nous avons
guantifié 'ARNm PSMa et les protéines aprés 6 heures de culture. Ce temps permettait
d'avoir les bactéries en phase exponentielle de croissance, moment ol agissent les
régulateurs modulant I'expression des ARN messagers. Ensuite, nous avons quantifié les
protéines PSMao. apres 24 heures de culture. Les protéines s'accumulant dans le milieu
environnant, ce second temps de culture nous permettait de voir I'effet cumulatif des

antibiotiques.

L'utilisation de concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques est nécessaire a notre
technique. Au-dela les antibiotiques inhibent la croissance de la bactérie de maniére trop
importante et les variations d’expression de toxines ne sont plus exploitables puisque en
partie dues a la baisse de croissance bactérienne dans le milieu de culture avec antibiotique.
Mais ce modele est également intéressant en clinique car méme administrés aux bonnes
posologies, les antibiotiques ne sont pas toujours a des concentrations suffisantes dans
I'organisme. Ceci dépend de la CMI de I'antibiotique sur le germe, du volume de distribution
du patient et de la diffusion du traitement dans les tissus infectés, notamment en cas
d’infections ostéo-articulaires ou d’abcés. Connaitre [I'impact des antibiotiques a

concentrations sub-inhibitrices répond a une problématique réelle.

Dans un premier temps, notre étude s'est intéressée aux antibiotiques inhibiteurs de
synthése protéique, a savoir la tigécycline, la clindamycine et la linézolide. Nos résultats ont
montré une augmentation majeure de I'expression des PSMa. en présence de tigécycline et
de clindamycine apres 6 heures de culture bactérienne. Cette augmentation a été retrouvée
a la fois sur les dosages d'ARNm et sur les dosages protéiques. Comme dans |'étude de
Joo HS et al., (107), la concordance entre l'augmentation de I'ARNm et celle du dosage
protéique nous laisse supposer une modulation de I'expression des PSMa sous le controle
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du systeme agr. Les variations de I'ARNIII décrite dans les études semblent confirmer cette
hypothése (107, 108). Par contre, les variations d'ARNIII signent ici |'activation du systeme
agr mais ce n'est probablement pas I'effecteur de la transcription des genes codant pour les
PSMs. En effet, les études récentes sur la régulation des PSMs indiquent une régulation de
ces peptides agr-dépendante mais ARNIII-indépendante. Le régulateur AgrA, impliqué dans
la boucle d'amplification du systéeme agr, semble étre directement responsable de la
transcription des génes codant pour les PSMs par liaison sur les promoteurs des opérons
psma et psmf (40, 69). D'autres systemes de régulation pourraient étre impliqués,
notamment le systéme SarA qui entraine une augmentation de la quantité de PSMa
présents dans les milieux de culture. Ce régulateur n'agit pas directement sur la transcription
des genes mais diminue la production d'auréolysine, protéase dégradant les PSMs (53, 70). A
ce jour, peu d'études sont publiées et le systeme de régulation exact des PSMs n'est pas
élucidé. D'autres régulateurs, notamment les homologues de SarA et surtout le systéme
répresseur Rot (36) ou les régulateurs a deux composants autres que agr (SrrAB et SaeRS qui
répondent aux conditions environnementales autres que la densité cellulaire (30, 31)),
pourraient étre étudiés. Le systéme Rot nous semble intéressant car il a une action
inhibitrice de transcription sur de nombreux génes et qu'il a déja été montré qu'une levée de
cette inhibition est possible par certains antibiotiques (90). Ces régulateurs agissant a
différents moments en fonction des conditions environnementales, nous proposons de les
étudier au cours d'une cinétique avec un temps en phase exponentielle de croissance
bactérienne, un temps en fin de cette phase et un autre en phase de croissance stationnaire.
L'étude de la variation de ces différents genes pourrait se faire par quantification relative de

I'ARNm par qRT-PCR selon le protocole déja utilisé.

Concernant les dosages protéiques de PSMa effectués apres 24 heures de culture
bactérienne, ils montrent une augmentation moins importante que celle retrouvée apres
6 heures de culture bactérienne (cas de la clindamycine) voir méme une neutralisation de
I'effet (cas de la tigécycline). Face a cette discordance entre les temps 6 et 24 heures, nous
supposons deux actions contraires mais complémentaires liées a ces antibiotiques. Comme
décrit précédemment, la tigécycline et la clindamycine augmentent la transcription des
génes codant pour les PSMa mais ils ont aussi une action inhibitrice de synthése protéique

qui entrainent une diminution de la traduction de I'ARNm en protéique. Ces deux actions
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semblent s'équilibrer au cours du temps vers une neutralisation de l'induction, voir une
diminution de la production de PSMa.. Afin de quantifier chacun de ces effets, une étude de
I'ARNm PSMa a différents temps, comparé aux dosages protéiques aux méme temps,

pourrait étre intéressante et permettre de valider notre hypothese.

Dans de rares cas, la tigécycline a 1/2 de la CMI n’entraine pas de variations de I’expression
des PSMa, voir méme cause une diminution dés 6 heures de culture. Ces résultats qui
pourraient répondre au méme phénomeéne que celui décrit dans I'étude de Yamaki J et al.

(108) semble surtout étre liés a une inhibition de croissance bactérienne.

Le linézolide est également un antibiotique inhibiteur de synthése protéique mais
contrairement a la tigécycline et a la clindamycine, 'augmentation de I'expression des PSMo
n'est observée que sur les souches du clone "Géraldine". L’hypothése d’une sensibilité
souche-dépendante pourrait expliquer les résultats de I'’équipe de Joo HS et al. (107) qui
publie une augmentation des PSMa en présence de linézolide sur des souches appartenant
au clone USA300. Des études en cours au sein de notre laboratoire sur ce méme sujet vont
dans ce sens puisque les mémes dosages réalisés sur des souches de clones USA300
montrent une augmentation importante de |'expression des PSMo en présence de

linézolide.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux B-lactamines. Souvent décrites
comme inductrices de I'expression des toxines (95, 101), leur effet semble étre en lien avec
le type de liaison aux PLP (95). C'est pourquoi, nous avons choisi deux [B-lactamines
différentes, I'oxacilline se liant a 3 types de PLP (PLP1, PLP2 et PLP3) et l'imipénéme se liant
préférentiellement aux PLP1. L'absence de variations de I'ARNm des PSMa en présence de
ces deux antibiotiques nous fait supposer une absence d'influence de ces antibiotiques sur
I'expression des génes des PSMa. En revanche, I'augmentation de PSMal/2 et PSMa3
retrouvée aprés 24 heures de culture nous laisse supposer un mécanisme
post-transcriptionnel qui influencerait la concentration en peptides dans le milieu. L'étude
de la souche SF8300 apres différentes heures de culture nous a permis de constater que les
PSMa ne s'accumulaient pas dans le milieu de culture. Elles atteignent une concentration
maximum apres 24 heures de culture puis la concentration est diminuée apres 48 heures de

culture. Cette remarque laisse supposer un systéme sécrété par S. aureus de dégradation de
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ces peptides. Ce systeme de protéase pourrait notamment étre l|'auréolysine (41).
L'auréolysine est une protéase dite autolysine de S. aureus. Elle est sécrétée par la bactérie
elle-méme dans le but de renouveler sa paroi. Comme il I'a été montré dans différentes
études, en cas d'altération de la paroi, notamment altération par action de B-lactamines,
S. aureus régule négativement sa production d'autolysine (51, 52). Nous pourrions donc
supposer qu'en présence d'oxacilline et d'imipéneme, la bactérie diminue sa production
d'autolysine et donc diminue la dégradation des PSMa., expliquant ainsi leur accumulation
dans le milieu de culture avec ces deux antibiotiques. Afin d'apporter des arguments a notre
hypothése, nous souhaiterions quantifier |'expression génétique de I'auréolysine en
présence de [-lactamines, ceci en mesurant |'expression de I'"ARNm du gene aur par

qRT-PCR.

Au final, notre étude montre l'impact des antibiotiques sur la sécrétion des PSMa. chez
S. aureus. Elle montre notamment que les antibiotiques dits anti-toxiniques (tigécycline,
clindamycine et linézolide) ne le sont pas sur cette toxine. Au contraire, ils ont un effet
inducteur qui aurait pu étre délétere pour le patient. Mais ils ont également un effet
inhibiteur de synthése protéique qui au final entraine un effet neutre de ces antibiotiques
sur l'expression des PSMa.. La place de ces antibiotiques en thérapeutique reste essentielle
puisque méme si leur effet anti-PSMo. n'est pas probant, ils ont toujours un effet
anti-toxinique face aux leucocidines, hémolysines et autres toxines type TSST-1. Concernant
les B-lactamines, méme si les mécanismes d'action sont différents, elles augmentent la
sécrétion des PSMa. et des autres toxines. Leur utilisation en thérapeutique au cours des
infections liées aux toxines doit rester en association avec d'autres antibiotiques comme la
clindamycine (95). Les études montrent souvent l'importance de l'instauration rapide d'un
traitement par linézolide ou clindamycine en cas d'infections liées aux toxines (97, 98). Nos

résultats approuvent cette démarche.

Enfin, la réalisation de cette étude nous a permis de mettre au point une technique de
dosage des PSMa. Ce dosage réalisé en HPLC-MS est tres sensible (seuil de détection a
6 ng/mL) et hautement spécifique. Il nous a permis d'obtenir une quantification relative de
PSMa1/2 et PSMa3 présents dans nos milieux de culture par rapport a un témoin mais il

nous a également permis d'obtenir une quantification absolue de ces peptides grace a la
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droite d'étalonnage. D'autres études avaient réalisé des dosages similaires et bien que les
milieux de culture fussent différents, les concentrations en PSMa. étaient proches des nétres
(0,22 a 98 ug/mL dans I'étude de Yamaki J et al. (108), jusqu'a 10 ug/mL dans I'étude de
Wang R et al. (40) et 0,03 a 10 ug/mL dans notre étude). Comme dans I'étude de Yamaki J
etal., nous notons que la souche de SARM communautaire USA300 n'est pas la plus
fortement sécrétrice de PSMa (108). Dans notre étude, une souche du clone "Géraldine"
sécrete 30 % de PSMa supplémentaire. Comme dans |'étude de Wang R et al. (40), la
guantité de PSMa est non quantifiable, inférieure a notre seuil de détection pour certaines
souches de SARM hospitalier. La mise au point de cette technique va nous permettre a
I'avenir de rechercher I'effet de potentiels modulateurs de I'expression ou de la sécrétion
des PSMa, mais également de doser les PSMa. dans différents milieux, notamment dans des
prélevements (pus ou liquides divers) nous permettant ainsi d'évaluer I'impact des PSMa. au

cours des infections.
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Annexe:

DO en fonction du

temps de croissance (heures)

Dénombrement bactérien (UFC/mL)

en fonction du temps de croissance (heures)

Souche
Géraldine
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oxacilline
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DO en fonction du Dénombrement bactérien (UFC/mL)

temps de croissance (heures) en fonction du temps de croissance (heures)
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DO en fonction du Dénombrement bactérien (UFC/mL)

temps de croissance (heures) en fonction du temps de croissance (heures)
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DO en fonction du

temps de croissance (heures)

Dénombrement bactérien (UFC/mL)

en fonction du temps de croissance (heures)
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DO en fonction du

temps de croissance (heures)

Dénombrement bactérien (UFC/mL)

en fonction du temps de croissance (heures)
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DO en fonction du Dénombrement bactérien (UFC/mL)

temps de croissance (heures) en fonction du temps de croissance (heures)
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DO en fonction du

temps de croissance (heures)

Dénombrement bactérien (UFC/mL)

en fonction du temps de croissance (heures)
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Influence des antibiotiques a concentrations sub-inhibitrices (1/2, 1/4 et 1/8 de la CMI) sur la croissance

bactérienne par rapport a un témoin sans antibiotique

DO (densité optique) du milieu de culture en fonction du temps et dénombrement bactérien en UFC/mL. La
majorité des antibiotiques n'influencent pas sur la croissance bactérienne a concentrations sub-inhibitrices et
un profil typique de croissance bactérienne exponentielle suivie d'une phase de plateau est observé.
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Conclusions

Staphylococcus aureus est responsable d'un nombre important et varié d'infections, La
virulence de ce pathogéne repose sur son aptitude a neutraliser le systéme immunitaire,
notamment grace a sa production de toxines telles que les "Phenol-Solubles Modulines a"
(PsMa). Ces peptides, récemment découverts et présents chez l'ensemble des
staphylocoques, ont la capacité de moduler le systéme immunitaire et de détruire les
cellules de I'hite, notamment les polynucléaires neutrophiles, en formant des pores dans les
membranes grace a leur caractére amphiphile. Leur implication dans la pathogénicité de
S. aureus a été plusieurs fois démontrée, en particulier lorsgu'ils sont fortement secrétes, ce

qui est le cas chez les SARM (8. aurcus résistant a la méticilline) d'origine communautaire.

Certains antibiotiques anti-staphylococciques sont connus pour moduler 'expression des
facteurs de virulence. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a l'impact de
concentrations sub-inhibitrices d'antibiotiques (tipécycline, clindamycine, linézolide,
oxacilline, imipéneme, vancomycine, rifampicine et ofloxacine) sur I'expression des PSMa

chez quatre souches de SARM issues de deux fands génétiques différents.

L'impact de la tigécycline, de la clindamycine et du linézolide sur I'expression des PSMa varie
au cours du temps. Lors de la phase exponentielle de croissance bactérienne, une
augmentation d’amplitude variable de I'expression des PSMo (ARNm et dosage protéique) a
été retrouvée en présence de ces antibiotiques, alors qu'aprés 24 heures de culture on a
observé une diminution des dosages protéiques de PSMa. La hausse initiale de 'ARNm
PSMa peut étre reliée a un effet des antibiotiques sur le systeme de régulation global Agr.
Néanmoins, ces résultats, a I'opposé des effets de ces antibiotiques sur les autres toxines,
suggérent un mécanisme nouveau, directement sous la régulation d'AgrA et indépendant de
I'effecteur ARNIIL. La diminution observée dans un second temps sur les dosages protéiques
de PSMa semble plus complexe et met en jeu l'inhibition de |a synthése protéique propre a

ces antibiotiques.
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En présence de f-lactamines, une augmentation globale des PSMa aprés 24 heures de
culture bactérienne a été observée. Les variations d'ARNm PSMa et |'évolution de la
guantité de peptides présents dans le milieu laissent supposer une action
post-transcriptionnelle. En effet, en réponse a l'action des [i-lactamines sur la paroi, la
bactérie diminue sa production d'autolysines pour favoriser sa survie. Parmi les autolysines
réprimées par les P-lactamines, l'auréolysine est un systéme de dégradation des PSMe.
Ainsi, nous pouvons supposer qu'en présence de fi-lactamines, une diminution de cette
protéase pourrait limiter la dégradation des PSMa sécrétées et favoriser leur accumulation

dans le milieu.

Nos résultats montrent donc un effet modulateur de certains antibiotiques sur I'expression
des PSMut et apportent des hypothéses de compréhension a ces actions. La virulence de ces
toxines étant reliée & leur niveau d'expression, nos résultats supposent un impact du choix
du traitement antibiotique sur I'évolution des infections staphylococciques. Une exploration
des systémes régulateurs tels que le "quorum-sensing” Agr mais également SarA et ses
homologues, nécessiterait une étude de iz variation de l'expression de ces composants au
cours du temps et en présence d'antibiotigues. Ce projet nous apporterait également de
précieuses informations sur la régulation globale de I'expression des génes PSMu. Pour les
antibiotiques inhibiteurs de synthése protéique, 'enjeu thérapeutique se situe dans
I'évaluation du temps nécessaire pour que I'éguilibre entre les deux mécanismes observés
(augmentation transcriptionnelle et diminution traductionnelle] soit en faveur d'un

abaissement de virulence.
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Etude de l'influence des antibiotiques a concentrations sub-inhibitrices sur I'expression des

PSMa chez Staphylococcus aureus
Th. D. Pharm,, Lyon 1, 2014, 109p.

RESUME

Staphylococcus aureus est responsable d'une grande variété d'infections. Les SARM (S. aureus
résistant a la méticilline) produisent différents facteurs de virulence, dont les "Phenol-Solubles
Modulines " (PSMa). Certains antibiotiques anti-staphylococciques sont connus pour moduler
I'expression de ces facteurs de virulence. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a l'impact
de concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques sur I'expression des PSMc. par les SARM.

Nous avons sélectionné 4 souches cliniques de SARM issues de 2 fonds génétiques différents que
nous avons incubées avec des concentrations sub-inhibitrices de huit antibiotiques différents :
tigécycline, clindamycine, linézolide, oxacilline, imipénéme, vancomycine, rifampicine et ofloxacine.
‘Aprés 6 heures d'incubation, I'expression des ARNm PSMa1/2 et PSMa3 a été quantifiée par
gRT-PCR alors que celle des toxines PSMa1/2 et PSMa3 a été effectuée aprés 6 heures et 24
heures d’incubation par HPLC-MS.

La présence de tigécycline et de clindamycine a augmenté les taux d’ARNm PSMa. Le dosage
protéique des PSMa a également présenté une augmentation aprés 6 heures de traitement par ces
antibiotiques, augmentation non retrouvée ou faiblement présente aprés 24 heures de culture. Le
linézolide n'a pas entrainé de variation significative de 'ARNm PSMo mais une augmentation du
dosage protéique aprés 6 heures de culture bactérienne. Les B-lactamines ont été responsables d'un
effet variable souche-dépendant aprés 6 heures et d'une augmentation globale aprés 24 heures de
culture bactérienne. La vancomycine, la rifampicine et ['ofloxacine n'‘ont pas modifié I'expression des
PSMa. '

L'augmentation des ARNm PSMa par la tigécycline et la clindamycine peut étre reliée a un effet de
ces antibiotiques sur le systeme de régulation Agr. Néanmoins, nos résultats, a l'opposé des effets
des antibiotiques sur les autres toxines, suggerent un mécanisme nouveau indépendant de I'effecteur
ARNII. Les modifications observees sur les dosages protéiques de PSMa sont plus complexes, et
mettent en jeu l'inhibition de la synthése protéique propre a ces antibiotiques. Les variations d'ARNm
PSMa en présence de B-lactamines ne permettent pas de conclure a une action de ces antibiotiques
sur la régulation globale. L'évolution de la quantité de peptides présents dans le milieu, lors d'une
incubation avec I'oxacilline ou l'imipénéme, laisse supposer une action post-transcriptionnelle de ces
antibiotiques. En réponse a l'action des B-lactamines sur la paroi, la bactérie pourrait diminuer sa
production d'auréolysine, systéme de dégradation des PSMa, favorisant ainsi I'accumulation de ces
peptides. Nos résultats montrent un effet modulateur des antibiotiques sur I'expression de PSMa
ayant un possible impact sur I'évolution des infections staphylococciques impliquant ces toxines.
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